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Vpliv mutacij v plaščnem proteinu virusa Y krompirja na biokemijske in 
biofizikalne lastnosti ter zgradbo virusom podobnih delcev 
 
Povzetek 
Virusom podobni delci (angl. virus-like particles, VLPs) so strukturno podobni virusom, 
iz katerih so pridobljeni, a za razliko od izvornih virusov nimajo prisotnega virusnega 
genetskega materiala. Lastnosti VLP-jev, ki doprinašajo k vedno večjemu pomenu VLP-
jev na področju nanobiotehnoloških aplikacij, so simetrična ureditev plaščnih proteinov, 
enostavne metode izolacije, dovzetnost za genske in proteinske modifikacije in varna 
uporaba v bioloških sistemih. Virus Y krompirja (angl. potato virus Y, PVY) tvori do 740 
nm dolge in 13 nm široke virione, plaščni proteini pa se ob izražanju v bakterijskem 
ekspresijskem sistemu ter odsotnosti virusne RNA samosestavijo v do 3 µm dolge in 13 
nm široke nitaste fleksibilne delce.  
V raziskovalni skupini, kjer sem opravljala magistrsko nalogo, so določili 
tridimenzionalno strukturo virusa PVY in ustreznega VLP-ja s pomočjo krio-elektronske 
mikroskopije pri ločljivosti blizu atomske. V primeru VLP-ja so ugotovili, da ena enota 
plaščnega proteina (angl. coat protein, CP) sestavlja osemčlenske obroče, ki se med seboj 
sestavljajo v dolge nitke. Namen mojega magistrskega dela je bil pripraviti take 
rekombinantne oblike CP-ja, ki bi dale nastalim VLP-jem posebne lastnostni za nadaljno 
uporabo v različne bionanotehnološke namene. Na podlagi znane strukture VLP-ja smo 
pripravili mutante CP-ja tako, da smo določene aminokislinske ostanke, izpostavljene na 
površini VLP nitke, zamenjali s cisteinskim ostankom. Po izražanju v Escherichia coli 
smo samosestavljanje mutiranih CP-jev v VLP-je potrdili s presevnim elektronskim 
mikroskopom. Da uvedba mutacij ni vplivala na sekundarno strukturo plaščnega proteina 
smo pokazali s cirkularnim dikroizmom. O termični stabilnosti smo sklepali na podlagi 
temperatur denaturacije, ki smo jih določili z metodo dinamične diferenčne fluorimetrije. 
Izkazalo se je, da je vpliv sprememb pH in ionske jakosti na termično stabilnost mutantov 
primerljiv z vplivom na stabilnost PVY VLP-jev. Prisotnostnost uvedenih reaktivnih 
tiolnih funkcionalnih skupin na površini VLP-jev smo pokazali z vezavo fluorescenčnega 
barvila Alexa Fluor 488, ki specifično prepozna tiolne funkcionalne skupine.  
Termično stabilni ter biokemijsko in biofizikalno okarakterizirani PVY VLP-ji s 
površinsko prisotnimi reaktivnimi tiolnimi funkcionalnim skupinami so prvi PVY VLP-
ji s tovrstno modifikacijo in tako odpirajo nove možnosti za modificiranje fleksibilnih 
nitastih delcev. 
Ključne besede: Virus Y krompirja, virusom podobni delci, cistein   
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Effect of mutations in the coat protein of potato virus Y on biochemical and 
biophysical properties as well as structure of virus-like particles 
Abstract 
Virus-like particles (VLPs) are similar to their native viruses, but they are lacking viral 
genetic material. Highly symmetrical coat protein organisation, simple production, easy 
genetic and protein modifications as well as safe usage in biological systems are some of 
the main reasons why VLPs are gaining importance in nanobiotehnological field. Potato 
virus Y (PVY) virions are 740 nm long and 13 nm wide. When coat proteins are 
overexpressed in bacterial system, they self-assemble into up to 3 µm long and 13 nm 
wide flexible filamentous VLPs.  
Experimental part of my master thesis was done in a research group that recently 
determined three-dimensional structure of PVY virions by crio-electron microscopy at 
near atomic resolution. In the case of VLP they found out that CPs are organised in 
octamer rings that stack together and form long flexible particles. The goal of my thesis 
was to prepare recombinant CPs that would introduce special characteristic to VLPs and 
make them suitable for different applications. Depending on the known structure of VLP 
we prepared mutants of CP in the way that we introduced novel cysteine on the outer 
VLP’s surface. The self-assembly of VLPs after overexpression of CP mutants in 
Escherichia coli was confirmed by transmission electron microscope. For those mutants 
we also measured circular dichroism and confirm that substitutions did not disturb CP’s 
secondary structure. Comparison of melting temperatures, determined by differential 
scanning fluorimetry, showed that mutants tolerate harsher conditions referring to 
extreme pH and higher concentrations of salt. The introduction of novel cysteines on the 
VLP’s outer surface was confirmed by binding of fluorescent dye Alexa Fluor 488, that 
preferentially react only with thiol functional groups. 
During this thesis we produced and characterised, for the first time, stable PVY VLPs 
with novel reactive functional groups on their outer surface and thus open new 
possibilities for further modification of flexible filamentous particles.  
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BME  2-merkaptoetanol 
CaCl2  kalcijev klorid 
EDTA etilen diamin tetraocetna kislina  
DTT ditiotreitol  
IPTG izopropil ß-D-tiogalaktozid  
LiCl litijev klorid 
mAF488 maleimid – Alexa Fluoro 488 
MgCl2 magnezijev klorid 
MgSO4 magnezijev sulfat 
MQ posebej čista, filtrirana in deionizirana voda (Milli-Q)  
NaCl natrijev klorid 
NHS N-hidroksisukcinimid 






CCMV virus kloritične pegavosti črnega fižola (angl. cowpea chlorotic 
mottle virus) 
CPMV virus mozaika črnega fižola (angl. cowpea mosaic virus) 
PapMV virus mozaika papaje (angl. papaya mosaic virus) 
PhyMV virus lisavosti volčjega fižola (angl. physalis mottle virus) 
PMV virus mozaika prosa (angl. panicum mosaic virus) 
PVX virus X krompirja (angl. potato virus X) 
PVY virus Y krompirja (angl. potato virus Y) 
RCNMV virus nekrotičnega mozaika rdeče detelje (angl. red clover 
necrotic mosaic virus) 
Qβ bakteriofag Q-beta 



















6K1 prvi 6 kDa protein (angl. first 6 kDa protein) 
6K2 drugi 6 kDa protein (angl. second 6 kDa protein) 
CI ovalni inkluzijski protein (angl. cylindrical inclusion protein) 
CP plaščni protein (angl. coat protein)  
DNA deoksiribonukleinska kislina  
GFP zeleni fluorescenčni protein  
HC-Pro proteaza s pomožno komponento (angl. helper component 
protein)  
HSP70 70 kDa protein toplotnega šoka (angl. heat shock 70 kDa 
protein) 
NIa mali jedrni vključitveni protein a (angl. small nuclear inclusion 
protein) 
NIa-Pro proteazna domena malega jedrnega vključitvenega proteina  
NIb drugi jedrni vključitveni protein (angl. second nuclear inclusion 
protein) 
dNTP deoksiribonukleotid 
P1 prvi protein (angl. first protein) 
P3 tretji protein (angl. third protein) 
P3N-PIPO fuzijski protein N-končne regije tretjega proteina ter proteina 
PIPO 
RNA (ssRNA) ribonukleinska kislina (enoverižna pozitivno smiselna RNA) 






AGE agarozna gelska elektroforeza (angl. agarose gel 
electrophoresis) 
ak aminokislina 
Au-NP zlati nanodelci (angl. Au-nanoparticles) 
xi 
bp bazni par 
CD cirkularni dikroizem (angl. circular dichroism) 
CE učinkovitost vezave (angl. coupling efficiency) 
DSF diferenčna dinamična fluorimetrija (angl. differential scanning 
fluorimetry) 
E. coli  Escherichia coli  
ELD reduktivno odlaganje (angl. electroless deposition) 
ER endoplazemski retikulum (angl. endoplasmic reticulum) 
g relativna centrifugalna sila (angl. relative centrifugal force)  
HR hipersenzitiven odgovor (angl. hypersensitive resistance 
response) 
krio-EM krio-elektronska mikroskopija (angl. cryo-electron microscopy) 
mvključka masa vključka  
MRI slikanje z magnetno resonanco (angl. magnetic resonance 
imaging)  
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecilsulfata 
ORF odprti bralni okvir (angl. open reading frame) 
PBS fosfatni pufer s soljo  
PBS-g fosfatni pufer s soljo s 5 % glicerolom 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)  
RBS mesto za vezavo ribosoma (angl. ribosome binding site)  
RT-PCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real-time 
polymerase chain reaction)  
TEM presevni elektronski mikroskop (angl. transmission electron 
microscope)  
TNRD bolezen obročkaste nekroze (angl. tuber necrotic ring spot 
disease) 
UV ultravijolična svetloba 
VIS vidna svetloba 
VLP virusom podoben delec (angl. virus-like particle) 
vrt./min vrtljaji na minuto 
Tm temperatura denaturacije  
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1 PREGLED LITERATURE  
 
1.1 VIRUS Y KROMPIRJA 
 
Virus Y krompirja (angl. potato virus Y, PVY) je bil v povezavi z rastlinskimi boleznimi 
prvič odkrit leta 1930 [1]. Uvrščamo ga v rod Potyvirus znotraj družine Potyviridae. Leta 
2011 je bil na podlagi znanstvenega in ekonomskega pomena uvrščen med deset 
najpomembnejših rastlinskih virusov [2]. Med ekonomsko pomembnejše gostitelje 
spadajo krompir, tobak, paradižnik, paprika in druge rastline iz družine Solanaceae. 
Okuži pa tudi okrasne rastline kot so dalije in petunike ter različne plevele [3]. 
PVY tvori 13 nm široke in okoli 740 nm dolge fleksibilne nitaste virione. Proteinski plašč 
virusa (kapsida) je zgrajen iz več tisoč kopij plaščnega proteina (angl. coat protein, CP), 
ki obdajajo okoli 9700 bp dolgo virusno enoverižno pozitivno smiselno RNA [3]. Način 
sestavljanja virusnih delcev PVY-a do danes še ni pojasnjen, medtem ko je 
tridimenzionalna struktura virionov znana z ločljivostjo na nivoju blizu atoma [4]. Kežar 
in sod. so s krio-elektronsko mikroskopijo (angl. cryo-electron microscopy, krio-EM) ter 
v skladu s predvidevanji McDonald in sod. pokazali, da imajo virioni arhitekturo leve 
vijačnice [4, 5]. V enem zavoju 130 Å širokega viriona se nahaja 8,8 molekul plaščnega 
proteina [4]. Eden izmed predpostavljenih mehanizmov sestavljanja je preko tvorbe 
vmesnih intermediatov – obročev. Tvorba vijačne strukture je najverjetneje posledica 
interakcij plaščnih proteinov/obročev z molekulo RNA.  
5'-konec RNA tvori kovalentno vez z na genom vezanim virusnim proteinom (angl. viral 
genome linked protein, VPg), na 3'-koncu pa je prisoten rep poli(A). RNA se v velikem 
ORF (angl. open reading frame, odprti bralni okvir) prevede v 3062 aminokislinskih 
ostankov dolg virusni poliprotein, ki ga na deset zrelih virusnih proteinov razrežejo tri 
virusne proteaze. Mali ORF znotraj velikega ORF zapisuje za protein P3N-PIPO (slika 
1) [3, 6]. 
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Slika 1: Genom PVY. 
Genom PVY (dolžina 9701 bp) se prevede v en poliprotein (siva polja), ki ga tri virusne proteaze (P1, HC-
Pro in NIa) razrežejo na desetih zrelih virusnih proteinov (prepoznavna mesta posamezne proteaze so 
označena s puščicami). Črna elipsa na 5'-koncu predstavlja protein VPg. Povzeto po [2, 3].  
 




Prvi protein (angl. first protein, P1) je serinska proteaza, ki odcepi protein P1 od proteina 
HC-Pro (angl. helper component proteinase, proteaza s pomožno komponento). Cepitev 
ni ključna, je pa potrebna za uspešen potek okužbe. Proteazno funkcijo ima C-končna 
domena P1 [7], medtem ko je N-končna domena strukturno neurejena (tudi sekvenčno 
manj ohranjena), kar uvršča protein P1 med najbolj variabilne potivirusne proteine [8]. 
Funkcija N-končne domene je še dokaj neznana. Kot neurejena domena naj bi negativno 
regulirala samoprocesiranje P1, vezala nukleinske kisline in preko trans-interakcij 
delovala kot stimulator pomnoževanja virusnega genoma [8, 9]. Pasin in sod. so pokazali, 
da P1 nima direktne vloge pri zaviranju obrambnega mehanizma rastlin. Najverjetneje pa 
s samoodcepitvijo uravnava aktivnost HC-Pro [8]. 
 
Proteaza s pomožno komponento 
 
HC-Pro je multifunkcionalen protein pomemben za prenos virusov preko listnih uši, 
procesiranje virusnega poliproteina, premike virusov med celicami, sistemske premike, 
pomnoževanje virusnega genoma, zaviranje obrambnega mehanizma rastlin (RNA 
utišanje) in stabilizacijo virionov [10, 11]. Pri tem je za interakcije z neznanimi receptorji 
na sesalih uši odgovorno aminokislinsko zaporedje Lys-Ile-Thr-Cys (motiv KITC) 
znotraj N-končne regije, za interakcije z virioni pa osrednja regija HC-Pro-ja. C-končna 
regija HC-Pro-ja deluje kot cisteinska proteaza s prepoznavnim mestom na lastnem C-
koncu [10, 12].  
 
Tretji protein in prvi 6 kDa protein 
 
Najmanj raziskan potivirusni protein - tretji protein (angl. third protein, P3) je 
membranski protein z dvema hidrofobnima regijama. Pokazano je bilo, da se veže na 
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membrano endoplazemskega retikuluma (angl. endoplasmic reticulum, ER) in 
Golgijevega aparata, kar nakazuje na možno vlogo pri prenosu virusov med celicami ter 
v procesih virusnega pomnoževanja [13]. V zaporedju P3 cistrona se nahaja interno RNA 
zapored imenovano pipo. Gre za kratki ORF, ki je preveden v 2+ bralnem okvirju in se 
pogosto izraža v fuziji z N-končno domeno proteina P3 (P3N-PIPO) [6]. PIPO naj bi 
sodeloval pri prenosu virusov med celicami, in sicer preko koordiniranja tvorb kanoničnih 
struktur na plazmodezmati [14]. 
P3 se pogosto pojavlja v fuziji s prvim 6 kDa proteinom (angl. first 6 kDa protein, 6K1). 
Za fuzijsko obliko in proces proteolitične cepitve se predvideva, da sodelujeta pri 
uravnavanju izražanja simptomov [15]. Odcepljen 6K1 pa naj bi imel pomembno vlogo 
v procesu virusne okužbe [16]. 
 
Ovalni inkluzijska protein 
 
Ovalni inkluzijski protein (angl. cylindrical inclusion protein, CI) tvori inkluzijska telesca 
v citoplazmi gostiteljevih celic. Je multifunkcionalen protein vpleten v virusno 
pomnoževanje, medcelične in sistemske premike virusov ter je odgovoren za pojav 
simptomov. Delecijski mutanti so pokazali, da je za vezavo RNA, NTP-azno in helikazno 
aktivnost ključna N-končna regija. C-končna regija naj bi preko vezave virusnih in 
gostiteljevih proteinov sodelovala pri zaviranju gostiteljeve odpornosti. Interakcija CI s 
P3N-PIPO in lokalizacija na enem koncu virionov postavljata CI v vlogo molekularnega 
motorčka, ki pomaga pri premiku virusov skozi plazmodezmato [14, 17].  
 
Drugi 6 kDa protein 
 
Drugi 6 kDa protein (angl. second 6 kDa protein, 6K2) je integralni membranski protein. 
V celicah se nahaja pretežno v fuziji z malim jedrnim vključitvenim proteinom a (angl. 
small nuclear inclusion protein, NIa) oz. njegovo N-končno VPg domeno ali CI 
proteinom. Osrednja hidrofobna regija je najverjetneje odgovorna za zasidranje proteina 
6K2 in posledično celotnega virusnega pomnoževalnega kompleksa v membrano [18]. S 
tem sovpadajo tudi ugotovitev, da sodeluje pri nastajanju ER podobnih veziklov in 
njihovem usmerjanju do kloroplastov [19]. 
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Mali jedrni vključitveni protein a 
 
Najpogosteje se mali jedrni vključitveni protein a (angl. small nuclear inclusion protein, 
NIa) nahaja v kristaliničnih inkluzijskih telescih v jedru, redkeje je vezan na membrane 
oz. prisoten kot topen citoplazemski protein [20]. Po odcepu od virusnega poliproteina, 
se tekom nadaljnjega procesiranja razcepi na VPg in domeno s proteazno funkcijo (NIa-
Pro) [21]. VPg je intrinzično neurejen protein z dvodelnim jedrnim lokalizacijskim 
signalom [20]. Samostojno ali skupaj z NIa-Pro-jem je preko tirozinskega ostanka 
kovalentno vezan na 5' konec virusne RNA, kar nakazuje na njegovo vlogo pri 
pomnoževanju virusne RNA [20]. Interakcija z NIa-Pro naj bi strukturno stabilizirala 
VPg, omogočila njegovo ATP-azno aktivnost in ojačala proteazno funkcijo NIa [22]. NIa 
je tiolna virusna proteaza z avtokatalitičnim mehanizmom delovanja. Prepoznavna mesta 
so poznana znotraj C-končne in osrednje regije virusnega poliproteina, kar tekom 
virusnega pomnoževanja omogoča regulirano izražanje virusnih proteinov [21]. 
 
Drugi jedrni vključitveni protein 
 
Drugi jedrni vključitveni protein (angl. second nuclear inclusion protein, NIb) se tako kot 
NIa v obliki inkluzijskih telesc nahaja pretežno v jedrih gostiteljevih celic [23]. NIb je od 
RNA odvisna RNA-polimeraza [24], za katero se predvideva, da preko interakcij z 
različnimi gostiteljevimi in virusnimi proteini sodeluje pri tvorbi funkcionalnega 




CP je multifunkcionalen protein udeležen pri prenos virusov preko listnih uši [25], 
medceličnih in sistemskih premikih [26, 27], enkapsidaciji [15, 26], regulaciji 
pomnoževanja virusne RNA [28, 29] ter izbiri specifičnega gostiteljskega organizma 
[30]. Funkcija CP-ja pri regulaciji pomnoževanja virusne RNA še ni povsem razjasnjena. 
Mahajan in sod. so pokazali fosforilacijo RNA vezavnih mest. Fosforilacija onemogoči 
interakcije CP-ja z RNA in bi lahko predstavljala enega izmed načinov reguliranja 
samosestavljanja virionov v gostiteljskih celicah [28, 29]. Interakcije z gostiteljevimi 
proteini, kot sta na primer HSP70 (angl. heat shock 70 kDa protein, 70 kDa protein 
toplotnega šoka) in košaperon CPIP, naj bi regulirali z izražanjem virusnih genov 
povezano funkcijo CP-ja [31]. 
Glede na prisotnost sekundarnih struktur lahko polipeptidno verigo CP-ja razdelimo na 
tri regije. Osrednjo globularno regijo, ki se uredi v sedem alfa vijačnic in eno beta zanko 
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ter N- in C-končni regiji, kjer ni prisotnih sekundarnih struktur (slika 2). Pri tvorbi 
virionov so pomembne predvsem elektrostatske interakcije CP-CP in CP-RNA [4]. 
 
 
Slika 2: Struktura plaščnega proteina virusa Y krompirja  
Z modro barvo je predstavljena N-končna regija Gly1–Gln77 (črtkana črta predstavlja regijo Gly1–Val44, 
katere struktura ni znana), s sivo barvo je označena strukturno urejena osrednja regija Gln77–Lys226, z 
rdečo barvo C-končna regija CP-ja do končnega Met267 in z zeleno del virusne RNA. Prirejeno po [4].  
 
Ključna funkcija CP-ja je enkapsidacija in zaščita virusne RNA. Nezmožnost 
enkapsidacije substitucijskih mutantov pogosto sovpada tudi z nezmožnostjo medceličnih 
in sistemskih premikov [11, 15, 26, 32]. Osrednja regija je strukturno najbolj urejena in 
hkrati strukturno najbolj ohranjena med do sedaj poznanimi strukturami fleksibilnih 
nitastih virusov [4, 33]. Pomemben element osrednje globularne regije CP-ja je ssRNA 
(enoverižna pozitivno smiselna RNA) vezavni motiv [4]. 
Površinsko izpostavljena N-končna regija CP-ja je občutljiva na blago delovanje tripsina 
[34]. Zaradi fleksibilnosti N-konca, poteka polipeptidne verige do aminokisline Val44 do 
sedaj še niso uspeli določiti. Regija Val44-Gln77 pa je pomembna za povezovanje 
sosednjih globularnih domen CP-jev in posledično kompaktnost virionov. Tripsinska 
razgradnja N-končne regije, delecijski mutanti in kimerne kombinacije CP-jev 
nakazujejo, da je N-končna domena pomembna tudi za sistemske premike oz. premike 
virusnih delcev po celi rastlini. Prisotnost motiva Asp-Ala-Gly (DAG) oz. aminokislin v 
okolici motiva DAG naj bi bile ključne za prenos virusov preko listnih uši [35]. Po eni 
izmed hipotez naj bi protein HC-Pro preko interakcij z motivom DAG deloval kot most 
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med virioni in listnimi ušmi [12]. Tatineni in sod. so pokazali, da N-končna regija CP 
deluje kot virusna determinanta za specifično izbiro gostiteljskega organizma [30]. 
C-končna regija, ki je zakopana v notranjosti virionov, je nujna za sestavljanje viruonov 
[4] in sodeluje pri medceličnih in sistemskih premikih virusov [27, 32]. Za slednje se 
predvideva, da so pogojeni z interakcijami C-končne regije s sosednjimi plaščnimi 
proteini [27]. Rakitina in sod. pa so pokazali, da je C- konča regija najverjetneje 
odgovorna za ATP-azno aktivnost CP-ja [36]. 
1.1.2 Taksonomija in simptomi  
 
Simptomi okužbe s PVY se najpogosteje pojavijo na listih in gomoljih rastlin. Pri 
okuženih rastlinah pride do pojava mozaika, zvijanja in grbančenja listov, pojava lokalnih 
nekroznih lezij, sistemske porumenitve rastlin, venske nekroze ali nekroze celotne 
rastline. Najpogostejša bolezen gomoljev, ki jo povzročajo nekateri sevi PVY, je bolezen 
obročkaste nekroze (angl. tuber necrotic ring spot disease, TNRD) [37]. Okužba 
krompirja s PVY lahko zaradi bolezni listov in neuporabnih gomoljev privede od 40 % 
do 100 % zmanjšanja pridelka v primerjavi z zdravimi rastlinami. Pojav bolezni in 
intenziteta simptomov sta odvisni od vrste gostitelja, virusnega seva, okoljskih pogojev 
ter tipa okužbe (primarna in sekundarna). Primarna okužba je posledica prenosa virusa 
med okuženo in zdravo rastlino. Najučinkovitejši vektorji za prenos so listne uši. O 
sekundarni okužbi pa govorimo, kadar se bolezen razvije iz okuženih semenskih 
gomoljev [38]. 
Seve PVY-a lahko razvrstimo na podlagi genetskih, seroloških in molekularnih 
značilnosti. Prvotno ločevanje je temeljilo na ločevanju sevov glede na simptome, ki so 
jih virusi povzročili pri krompirju in tobaku. Za določene sorte krompirja je znano, da 
imajo gene, ki omogoča razvoj odpornosti zoper okužbo s PVY. Eden izmed dveh znanih 
genov je gen R, ki popolnoma onemogoči pomnoževanje virusa in ne izzove pojava 
nobenih simptomov. Za razvrščanje sevov pa je pomembnejši gen N. Slednji ob okužbi 
izzove hipersenzitiven odgovor (angl. hypersensitive resistance response, HR), ki se 
odraža kot pojav lokalnih nekroznih lezij oz. nekroze celotne rastline [39]. Sevi iz skupine 
PVYC izzovejo HR pri rastlinah z genom NC , iz skupine PVY
O pri rastlinah z genom NY 
in iz skupine PVYZ pri rastlinah s prisotnim Nz genom. Sevi iz skupine PVY
N okužijo 
rastline s prisotnima genoma NC in NY in pri tem ne izzovejo HR-a. Podobno sevi PVY
E 
okužijo rastline s prisotnimi vsemi tremi N geni in pri tem ne izzovejo HR-a. Za vse seve, 
z izjemo PVYN, ki pri tobaku povzroči vensko nekrozo, je na listih tobaka značilen pojav 
mozaika [40, 41]. 
V zadnjem času se pogosto uporablja ločevanje sevov na molekularni ravni, kjer ločimo 
med nerekombinantnimi in rekombinantnimi sevi. Med nerekombinantne seve uvrščamo 
PVYO, PVYN-Eu , PVYNA-N, PVYC in PVYO-O5. Najpogostejša starševska seva 
rekombinantnih sevov sta PVYO in PVYN-Eu, redkeje se pojavljata PVYNA-N in PVYC in 
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v zelo redkih primerih je starševski sev rekombinanten sev [42]. Med bolj raziskanimi 
rekombinantnimi sevi je PVYNTN, ki ki je nastal z rekombinacijo sevov PVYO in PVYN-
Eu in povzroča bolezen obročkaste nekroze pri gomoljih krompirja [37]. Napredki v 
razvoju RT-PCR omogočajo ločevanje rekombinantnih sevov na podlagi določitve števila 
in lokacije rekombinacijskih mest [43].  
Monoklonska protitelesa omogočajo serološko ločevanje med skupinama sevov PVYO in 
PVYN. Kljub nespecifičnosti za posamezne seve znotraj določene skupine, protitelesa 
predstavljajo dobro orodje za odkrivanje okužbe s PVY-om s presejalnimi testi [44]. 
Število rekombinantnih sevov iz leta v leto narašča in populacijsko prevladuje nad 
nerekombinantnimi sevi. Novi sevi pogosto ne izzovejo oz. izzovejo zelo blage 
simptome, kar otežuje njihovo detekcijo in omejevanje okužbe. Hkrati so rekombinantni 
sevi manj dovzetni za okoljske vplive in so pogosto lažje prenosljivi kot nerekombinantni 
sevi [41]. Najučinkovitejši pristop za zmanjšanje okužb še vedno ostaja preprečevanje 
sekundarnih okužb, torej izločevanje okuženih semenskih gomolje [38]. 
 
1.2 VIRUSOM PODOBNI DELCI TER NJIHOV POTENCIAL NA PODROČJU 
BIONANOTEHNOLOGIJE 
 
Virusom podobni delci (angl. virus-like particles, VLPs) so pogosto po strukturi, simetriji 
in obliki podobni virusom na osnovi katerih so pridobljeni. VLP-je lahko pridobimo, tako 
da virusnim delcev pod določenimi pogoji odstranimo virusni genetski material. Drug 
možen pristop je izražanje plaščnega proteina v heterolognih ekspresijskih sistemih [45, 
46]. V primeru nekaterih virusov je bilo namreč pokazano, da se plaščni proteini izraženi 
npr. v bakterijskem ekspresijskem sistemu samosestavijo v virusom podobne delce [6, 
45, 47]. 
Bionanotehnologija je multidisciplinarno področje, ki združuje dognanja iz področja 
kemije, biologije, fizike, znanosti o materialih, inženirstva in medicine. Gonilna sila 
razvoja je pridobivanje novih, močnejših, lažjih, bolj obstojnih, reaktivnejših, poroznejših 
in boljših prevodniških nanomaterialov. Novi bionanomateriali imajo velik potencial na 
področju nanonaprav ter medicinskih aplikacij [48]. 
Virusne kapside so zaradi njihove glavne naloge (zaščite nukleinskih kislin) robustne in 
stabilne ter kot takšne odličen kandidat za bionanotehnološke aplikacije. Hkrati jih v 
kategorijo nanoogrodji uvršča njihova velikost. Premer ikozaedričnih virusnih delcev 
znaša od 30 do 140 nm, medtem ko so lahko paličasti in filamentozni virusni delci dolgi 
več 100 nm [48]. Kapside so najpogosteje zgrajene iz več tisoč kopij enega ali več 
plaščnih proteinov, ki se natančno samosestavijo v proteinske komplekse z visoko stopnjo 
simetrije [49]. Posledično so pridobljeni delci kompozicijsko in dimenzionalno homogeni 
[50]. Ravno simetrična ureditev aminokislinskih ostankov na površini, v notranjosti in/ali 
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med plaščnimi proteini daje virusom in VLP-jem v nanotehnologiji prednost pred 
uporabo sintetičnih polimernih materialov. Prvi korak v smeri mestno specifičnega 
modificiranja delcev za namene bionanotehnoloških aplikacij je poznavanje 
tridimenzinalne strukture virionov in/ali VLP-jev. Dodatna prednost bioloških 
kompleksov kot nanotehnoloških ogrodij je njihovo izražanje v heterolognih 
ekspresijskih sistemih z veliki izkoristki in enostavnimi metodami izolacije [51]. 
Eden izmed pristopov modificiranja zunanje in/ali notranje površine virusov oz. VLP-jev 
je kemijska modifikacija. Pri tem v tvorbi kovalentnih vezi najpogosteje sodelujejo 
površinsko izpostavljene funkcionalne skupine lizinov, asparaginske/glutaminske kisline, 
cisteinov in tirozinov (slika 3). Površinsko izpostavljeni aminokislinski ostanki so lahko 
mesto direktne modifikacije z željenim ligandom oz. omogočajo uvedbo nove 
funkcionalne skupine. Primer modificiranja aminskih skupin lizinov je preko alkilacije z 
N-hidroksisukcinimidnim (NHS) estri. Redkeje so na površini kapsid prisotne tiolne 
skupine cisteinskih ostankov, ki jih lahko po principu Michael-ove adicije konjugiramo z 
maleimidi. Tvorba kovalentne vezi preko tirozinskih ostankov je mogoča z uporabo 
diazonijevih soli. Modificiranje karboksilnih skupin je nekoliko manj razširjeno, saj 
tvorba kovalentne vezi v vodnih okoljih ni favorizirana [52].  
 
 
Slika 3: Kemijska modifikacija zunanje površine virusov in VLP-jev. 
Najpogostejši pristopi zajemajo kemijsko modificiranje površinsko izpostavljenih reaktivnih funkcionalnih 
skupin lizina, cisteina, tirozina in asparaginske/glutaminske kisline. Prirejeno po [52]. 
 
Primer modificiranja virusov in VLP-jev na osnovi elektrostatskih interakcij je 
reduktivno odlaganje ionov (angl. electroless deposition, ELD) na površini delcev. 
Prednost omenjene metode je kompatibilnost z biološkimi sistemi, saj reakcija poteka v 
raztopinah pri sobni temperaturi in nevtralnem pH. V osnovi se s pomočjo pH uravnava 
neto naboj zunanje površine delcev, kar vodi v elektrostatski privlak med površino in 
željenimi ioni v raztopini. Nastanek kovinskega plašča je posledica redukcije vezanih 
ionov in avtokatalitičnega odlaganje kovin na površini delcev. Na podoben način so 
pripravili delce virusa mozaika tobaka (angl. tobacco mosaic virus, TMV), pri čemer so 
Srnko M. Vpliv mutacij v plaščnem proteinu virusa Y krompirja na biokemijske in biofizikalne lastnosti ter zgradbo 
virusom podobnih delcev. Mag. delo, Ljubljana 2019 
9 
namesto kovin uporabili siliko in sisntetični polimer. Stabilnost teh delcev se je v 
primerjavi z nemodificiranimi delci precej povečala [51]. 
Pogosto se skupaj s kemijsko modifikacijo izvaja tudi spreminjanje delcev na genetskem 
nivoju. Ker govorimo o bioloških kompleksih, je nove lastnosti površine moč uvesti s 
klasičnimi metodami genskega inženiringa. Najpogostejše so substitucije 
aminokislinskih ostankov, ki ob natančnem poznavanju tridimenzionalne strukture 
omogočajo mestno specifično uvedbo funkcionalnih skupin/naboja. Vstavitev novega 
zaporedja peptida oz. proteina se najpogosteje izvede na površinsko izpostavljenih N- in 
C-končnih regijah CP-jev oz. na površinsko izpostavljenih regijah kot so na primer zanke. 
Velikost vključka, ki še ne podre strukture delcev, je odvisen od narave vključka, njegove 
velikosti in okolja, v katerem se nahaja. V primeru večjih bioloških makromolekul se 
pogosto izvaja koekspresija plaščnega proteina divjega tipa in plaščnega proteina v fuziji 
z želeno biološko makromolekulo [51]. 
Med pristope spreminjanja oz. prilagajanja virusov in VLP-jev za namene 
bionanotehnologije lahko uvrstimo tudi spreminjanje teh delcev na nivoju stabilnosti, 
organiziranosti in njihove oblike. V določenih primerih je to moč doseči z genetskimi 
modifikacijami stičnih površin plaščnih proteinov oz. s spreminjanjem pogojev kot so 
pH, prisotnost dvovalentnih ionov itd. [47, 53, 54]. V bionanotehnoloških aplikacijah 
prevladujejo rastlinski in bakterijski virusi, katerih ključna lastnost je neinfektivnost 
zoper druge organizme [51]. Pomembnejši rastlinski virusi so virus mozaika črnega fižola 
(angl. cowpea mosaic virus, CPMV), virus kloritične pegavosti črnega fižola (angl. 
cowpea chlorotic mottle virus, CCMV), virus nekrotičnega mozaika rdeče detelje (angl. 
red clover necrotic mosaic virus, RCNMV), virus mozaika stoklase (angl. brome mosaic 
virus, BMV), virus mozaika tobaka (angl. tobacco mosaic virus, TMV), virus X 
krompirja (angl. potato virus X, PVX) in na njih osnovani virusom podobni delci [49, 
51]. 
 
1.2.1 Virusom podobni delci na osnovi virusa Y krompirja  
 
V Escherichia coli pridobljeni VLP-ji se po strukturi razlikujejo od PVY virionov. PVY 
VLP-ji so v primerjavi z vijačno arhitekturo izvornih virionov zgrajeni iz 125 Å širokih 
oktamernih obročev iz monomernih enot plaščnih proteinov. Obroči sestavljeni v 
filament so med seboj oddaljeni 42,7 Å in zamaknjeni za -31,8 ° (slika 4). Prav tako so 
opazne manjše konformacijske spremembe, ki nakazuje na intrinzično plastičnost 
plaščnega proteina. Struktura CP-ja v VLP-ju je znana od aminokisline Thr43 do Ile218. 
Delecije N-končne regije so pokazale, da je regija pomembna tako za povezovanje CP-
jev znotraj obroča kot povezovanje obročev med seboj. Z delecijo C-končne regije so 
Kežar in sod. pripravili VLP s širšim notranjim kanalom [4]. 
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Slika 4: Primerjava tridimenzionalne ureditve plaščnih proteinov med PVY virioni ter PVY VLP-ji. 
Z n in n+1 sta označeni dve sosednji molekuli CP-ja. V primeru virionov (A) se CP-ji uredijo v vijačno 
strukturo z 8,8 molekulami CP-ja na zavoj. VLP-ji (B) so zgrajeni iz oktamernih obročev iz CP-jev, ki se 
nalagajo eden na drugega. Prirejeno po [4]. 
 
Prve PVY VLP-je so McDonald in sod. pridobili tako, da so virionom dodali 4 M LiCl in 
jih za 8 h zamrznili oz. so jim dodali 4 M CaCl2 ter jih 15 min inkubirali pri 4 °C. S tem 
so povzročili razpad virusnih kapsid in oboritev virusne RNA [5]. Do samosestavljanja 
plaščnih proteinov v več mikrometrov dolge fleksibilne nitaste strukture iz naloženih 
obročev je prišlo ob dializi vzorcev proti 1-100 mM fosfatnem pufru v pH območju 6-9. 
O strukturi delcev so sklepali na podlagi mikrografij posnetih s presevnim elektronskim 
mikroskopom (angl. transmission electron microscope, TEM) ter ločbe delcev pri 
analitskem ultracentifugiranju. Pri pH 5 in pH 10,5 so opazili pretežno proteinske 
agregate. V primeru pH 5 so predvidevali, da je prišlo do tvorbe posameznih obročev. Pri 
pH 10,5 pa je površina plaščnih proteinov negativno nabita, kar najverjetneje povzroča 
odboje med sosednjimi CP-ji. Z dializiranjem vzorcev s pH 5 in pH 10,5 proti pufru s pH 
8 je prišlo do nalaganja obročev v filamente. Dializiranje slednjih proti prvotnemu pH 
(torej 5 ali 10,5) je porušilo strukturo filamentov samo v primeru pH 10,5, kar nakazuje 
na reverzibilnost procesa pri višjih pH [55]. Na učinkovitost polimerizacije ima velik 
vpliv tudi prisotnost različnih ionov. Pri tem so opazili, da učinkovitost polimerizacije 
upada s povečevanjem molarnosti NaCl. Prisotnost fosfatnih ionov pa ima na 
polimerizacijo pozitiven učinek. Fosfatni ioni najverjetneje deluje tako, da spodbuja 
polimerizacijo [5]. Razpad oz. denaturacijo VLP-jev so opazovali z metodo diferenčne 
dinamične fluorimetrije (angl. differential scanning fluorimetry, DSF). Rezultat meritev 
je sigmoidna krivulja, ki podaja fluorescenco v odvisnosti od temperature. Prevoj 
sigmoidne krivulje, ki sovpada s temperaturo denaturacije (Tm), je bil opažen pri 57 °C. 
Tm PVY virionov se, odvisno od seva, giblje med 50 °C in 64 °C [45]. 
Prvi, ki so pripravili PVY VLP v bakterijskem ekspresijskem sistemu in sicer z 
izražanjem zapisa za plaščni protein PVY v E. coli, so bili Kalnciema in sod. [45]. 
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Uspešno so pripravili PVY VLP divjega tipa in PVY VLP s površinsko izpostavljenim 
peptidom. Najprej so na N- oz. C-konec nukleotidnega zaporedja CP-ja vstavili zapis za 
fleksibilni povezovalec (G4S)3. S TEM so pokazali, da vključitev povezovalca na C-
koncu poruši strukturo VLP-ja. Struktura VLP-ja z N-končno fuzijo se v primerjavi z 
divjim tipom VLP-jev ni spremenila. Ali struktura VLP-ja tolerira tudi vključke, daljše 
od 17 aminokislinskih ostankov, so preverili s konstrukti, pri katerih so pred zaporedje 
povezovalca vstavili še 22 aminokislinskih ostankov dolg epitop preS1 (regija plaščnega 
proteina L iz virusa hepatitisa A), 54 aminokislinskih ostankov dolg rubredoksin in 238 
aminokislinskih ostankov dolg zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent 
protein, GFP). Posnetki s TEM so potrdili prisotnost dolgih filamentov v primeru fuzije 
CP-ja s preS1 in rubredoksinom. Molekula GFP pa je bila najverjetneje prevelika, kar je 
onemogočilo tvorbo filamentov. Pri izražanju VLP-jev v E. coli je pri analizi s 
poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (angl. NaDS-
PAGE) na gelu moč opaziti dve lisi. Razlika v njuni molekulski masi je 0,1 kDa (26,4 in 
26,5 kDa), kar sovpada z dolžino N-konca občutljivega na delovanje tripsina [45]. Le 50 
% uspešnost izpostavitve preS1 na površini VLP-ja bi lahko bila posledica omenjene 
cepitve. Pristop, ki bi lahko zmanjšal vpliv fuzije na strukturo VLP-ja, je sočasno 
izražanje divjega tipa CP-ja in CP-ja v fuziji z željenim proteinom. Pri tem lahko 
izvedemo transformacijo kompetentnih celic z dvema plazmidoma hkrati ali pa vstavimo 
oba konstrukta z lastnim vezavnim mestom za ribosom (angl. ribosome binding site, 
RBS) v en sam plazmid [56]. 
 
Prav tako so želeli preveriti ali pride do sestavljanja filamentov tudi v primeru, ko 
izoliranim CP-jem dodajo RNA virusa Y krompirja oz. virusa mozaika prosa (angl. 
panicum mosaic virus, PMV). S TEM so pokazali, da se CP-ji ob dodatku RNA uredijo 
v filamente, ki so v primerjavi z PVY VLP-ji nekoliko krajši. Ob tem so predvidevali, da 
CP-ji intereagirajo z molekulo RNA ter tvorijo tako imenovane nukleoproteinske 
komplekse. Ob ločbi delcev z metodo ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu razlik 
med nukleoproteini ter VLP-ji niso opazili. Opazili pa so razlike ob dializiranju VLP-jev 
in nukleoproteinov proti disociacijskem pufru. Pri tem so nukleoproteini ohranili 
filamente, VLP-ji pa razpadli na manješe podenote. Ob dodatku 5 mM NaCl VLP-ji 
razpdajo, nukleoproteini pa podobno kot virusni delci ohranijo strukturo nitk. To je kljub 
odsotnosti direktnih dokazov o prisotnosti RNA molekul pokazalo, da je do tvorbe 
nukleoproteinov najverjetneje prišlo. V nasprotju s pričakovanji nukleoproteini niso bili 
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1.2.2 Biotehnološke aplikacije rastlinskih VLP-jev 
 
 
Slika 5: Shematični prikaz bionanotehnoloških aplikacij osnovanih na TMV. 
VLP-ji imajo velik potencial na področju bionanomaterialov/nanonaprav (spominske naprave, baterije, 
biosenzorji …) ter medicine (dostavni sistemi, slikanje/diagnostika, cepiva …). Povzeto po [57]. 
 
Pomemben element pri razvoju bionanomaterialov in nanonaprav so  nanodelci, osnovani 
na virusih oz. VLP-jih. Bionanomateriale lahko pripravimo z odlaganjem kovin na 
zunanji površini VLP-jev, sintezo nanodelcev v notranjosti oz. enkapsidacijo predhodno 
pripravljenih nanodelcev z biološkimi makromolekulami. Kot takšni imajo velik 
potencial na področju energije in fotovoltaike oz. razvoju kompleksnejših nanonaprav. 
Biomedicinske aplikacije zajemajo uporabo VLP-jev kot kontrastnih sredstev za slikanje 
z magnetno resonanco, fluorescenčnih sond, dostavnih sistemov, cepiv in kot ogrodij za 
rast novih tkiv (slika 5) [57, 58].  
Aljabali in sod. so izkoristili lastnost virusne kapside CPMV, ki omogoča difuzijo 
kovinskih soli v notranjost ikozaedričnih VLP-jev [59]. Notranja površina CPMV VLP-
ja je namreč negativno nabita in omogoča tvorbo elektrostatskih vezi s kovinskimi 
kationi. Po prehodu kovinskih kationov v notranjost poteče hidroliza oz. alkalna hidroliza, 
ki vodi v nastanek kovinskih jeder. V danem primeru so s TEM potrdili uspešno tvorbo 
kobaltovih ter železovih nanodelcev v notranjosti CPMV VLP-jev [59]. Podoben pristop 
so uporabili tudi za pripravo zlatih nanoverig in nanocevk v notranjosti TMV VLP-jev. 
Stabilnejše TMV VLP-je so pripravili tako, da so v aminokislinskem zaporedju CP-ja 
zamenjali Thr103 s cisteinskim ostankom in s tem omogočili tvorbo disulfidnih vezi med 
sosednjimi podenotami CP-a. Mestno specifično ureditev zlatih nanodelcev so omogočile 
naravno prisotne tiolne funkcionalne skupine na notranji površini VLP-jev. Tiolne 
skupine imajo namreč v primerjavi s preostalimi reaktivnimi funkcionalnimi skupinami 
aminokislinskih ostankov največjo težnjo po vezavi kovinskih ionov, kot so na primer 
Au3+ -ioni. Nanodelci vezani v prvem ciklu so predstavljali nukleacijska zrna, ki so na to 
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v reguliranih ciklih nukleacije omogočila sintezo zlatih nanoverig in nanocevk izključno 
v notranjosti TMV VLP-ja. Poskus je bil hkrati dokaz, da lahko TMV VLP-ji služijo kot 
nanoreaktorji za kontrolirano pripravo enodimenzionalnih anorganskih materialov [60].  
Prednost VLP-jev pred sintetičnimi materiali je dovzetnost za več sočasnih modifikacij. 
Brown in sod. so pripravili stabilnejše TMV VLP-je, pri čemer so na N-koncu 
aminokislinskega zaporedja CP-ja uvedli nov cisteinski ostanek in na površinsko 
izpostavljen C-konec nukleotidnega zaporedja vnesli zapis za peptid, ki specifično veže 
fluorescenčno barvilo. Stabilizacijo VLP-jev so dosegli z zamenjavo negativno nabitih 
aminokislinskih ostankov na stičnih površinah CP-jev in tako zmanjšali odboje med 
podenotami. Cisteinski ostanek na N-koncu je omogočil orientirano pritrditev VLP-jev 
na kovinsko površino. Uspešno izpostavitev peptida oz. vezavo fluorescenčnega barvila 
na zunanjo površino VLP-jev pa so potrdili z meritvami fluorescence [47]. 
Podoben pristop za spreminjanje TMV VLP-jev so uporabili tudi Miller in sod., in sicer 
za pripravo svetlobnega žetvenega kompleksa. V aminokislinskem zaporedju CP-ja so 
površinsko izpostavljen Ser123 zamenjali s cisteinskim ostankom ter tako omogočili 
kovalentno vezavo kromoforjev (donorjev in akceptorjev) na površini VLP-jev. Da bi 
izkoristili večji spekter svetlobe, so na površino uspešno pritrditi tri različne kromoforje 
in ustvarili samosestavljajoči svetlobni žetveni kompleks z velikim potencialom na 
področju fotovoltaičnih sistemov (izboljšanje občutljivosti sončnih celic, gonilna sila 
fotokatalizatorjev, optični senzorji … ) [61].  
VLP-ji so zaradi odsotnosti virusnega genetskega materiala neinfektivni ter nesposobni 
pomnoževanja v gostiteljskih sistemih, a ohranjajo virusno sposobnost učinkovitega 
prehajanja v celice. Kot takšni predstavljajo alternativo oslabljenih in deaktiviranih 
virusnih delcev v proizvodnji cepiv. Simetrična ureditev delcev se odražaja v visoki 
imunogenosti in antigenosti VLP-jev. Nanometrske velikosti delcev pa omogočajo 
aktivacijo tako humoralne kot celične komponente imunskega sistema, tudi v odsotnosti 
adjuvansov. V zadnjem desetletju tako narašča pomen na osnovi rastlinskih virusov 
pripravljenih cepiv zoper različna virusna obolenja, tumorje in avtoimunske bolezni. Med 
pogostejšimi pristopi za pripravo cepiv je vključitev nukleotidnega zaporedja za antigen 
znotraj odprtega bralnega okvirja za plaščni protein, kemijska konjugacija aktiviranih 
antigenov na funkcionalne skupine površinsko izpostavljenih aminokislinskih ostankov 
oz. encimsko posredovana tvorba izopeptidne vezi. Pri slednjem pristopu gre za nastanek 
vezi med peptidom na površini VLP-ja in peptidno oznako na antigenu [62]. Virus 
mozaika kumare (angl. cucumber mosaic virus, CMV) ima ikozaedrično obliko kapside. 
Z vstavitvijo zaporedja za T-celični epitop iz toksina tetanus na površinsko 
izpostavljenem N-koncu aminokislnskega zaporedja za plaščni protein so pripravili CMV 
VLP-je s površinsko prisotnim T-celičnim epitopom. Sočasno so preko naravno 
prisotnega lizinskega oz. cisteinskega ostanka na CP-ju izpostavljenega na površino VLP-
ja pripeli molekulo interleukina 17A in. alergen, ki povzroča alergijo na mačke. Tako 
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pripravljeni CMV VLP-ji so se na živalskih modelih izkazali kot dobra cepiva zoper 
specifično kožno bolezen ali alergijo na mačke [63].  
Sočasno modificiranje zunanje površine delca, enkapsidacija željenih molekul v njihovi 
notranjosti in biorazgradljivost usmerjajo razvoj VLP-jev v smeri teranostičnih aplikacij 
(združevanje diagnostike in terapije). V primeru ikozaedričnih VLP-jev pridobljenih iz 
virusa lisavosti volčjega fižola (angl. physalis mottle virus, PhyMV) so v njihovi 
notranjosti preko naravno prisotnega cisteinskega ostanka enkapsulirali fluorescenčno 
barilo, ki absorbira v bližnjem infrardečem spektru in kontrastno sredstvo, ki omogoča 
slikanje z magnetno resonanco. Na površino teh delcev so preko naravno prisotnih štirih 
lizinski ostankov izvedli pegiliranje zunanje površine VPL-jev ter vezavo peptida Asp-
Gly-Glu-Ala (DGEA). Slednji prepozna integrin β2α1, ki se povečano izraža na površini 
tumorskih celic prostate in tako omogoča tarčno ciljanje tumorskih celic. S takšnimi 
konstrukti so v celičnih ter mišjih modelih uspešno izvedli deset-dnevno sledenje tumorja 
prostate [64].  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE  
 
2.1 NAMEN DELA  
 
V magistrski nalogi smo želeli pripraviti in opredeliti biokemijske in biofizikalne lastnosti 
PVY VLP-jev z novimi površinsko prisotnimi reaktivnimi funkcionalnimi skupinami. 
Uvedba slednjih bi tako med drugim pripomogla k razširitvi potencialnega spektra 
bionanotehnoloških aplikacij na osnovi fleksibilnih nitastih VLP-jev.  
Glavni cilj magistrske naloge je priprava mutantov plaščnega proteina virusa Y 
krompirja, ki bi se ob izražanju v bakterijskem ekspresijskem sistemu uspešno sestavili v 
VLP-je. Na osnovi znane strukture PVY VLP-ja želimo mutacije uvesti na površini VLP-
ja, kar bi omogočilo nadaljnjo mestno specifično modifikacijo zunanje površine delcev 
(slika 6). Pri posameznem mutantu želimo uvesti samo en cisteinski ostanek. S 
cisteinskim ostankom želimo zamenjati naslednje aminokislinske ostanke v 
aminokislinskem zaporedju CP-ja: Glu68 (E68C) Glu72 (E72C) Thr106 (T106C), 
Glu107 (E107C) in Met267 (M267C). Pripraviti želimo tudi krajšo obliko CP-ja z 
zamenjanimi aminokislinskim ostankom Ser240 (ΔC27 S240C) in mutant brez 




Slika 6: Struktura PVY VLP-ja z označenimi substitucijskimi mesti. 
Shematični prikaz aminokislinskih ostankov na površini PVY VLP-ja, in sicer Glu68 (1, vijolična), Glu72 
(2, modra), Thr106 (3, zelena) in Glu107 (4, rdeča), ki smo jih zamenjali s cisteinskim ostankom. Ker 
struktura C-končne regije CP PVY-a ni določena, substitucijska mesta mutantov ΔC27 S240C (5) in 
M267C (6) niso prikazana. Slika A predstavlja pogled na filament VLP-ja od zgoraj navzdol ter slika B 
pogled na filament. 
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V drugem delu magistrske naloge želimo določiti biokemijske in biofizikalne lastnosti 
izoliranih in očiščenih PVY VLP-jev na osnovi mutirane oblike CP-ja. Prav tako je cilj 
magistrske naloge izvesti modificiranje novo uvedenih tiolnih funkcionalnih skupin na 
površini PVY VLP-jev. Doseči želimo specifično in stabilno vezavo kovinskih 
nanodelcev, katerih vezavo je moč potrditi s TEM. Druga možnost je modificiranje 
oziroma označevanje reaktivnih funkcionalnih skupin s fluorescenčnimi barvili.  
 
2.2 HIPOTEZE  
 
1. VLP-ji, zgrajeni iz mutantne oblike CP PVY-a, se bodo ob izražanju v E. coli 
samosestavili v VLP-je, ki bodo po strukturi podobni PVY VLP-jem. Za plaščni 
protein virusa Y krompirja je bilo že predhodno dokazano, da se ob izražanju v 
bakterijskem ekspresijskem sistemu samosestavijo v virusom podobne delce, ki se po 
strukturi nekoliko razlikujejo od virionov PVY. Ker smo mesta za uvedbo mutacij 
izbrali na podlagi znane strukture PVY VLP-ja, predvidevamo, da mutacije ne bodo 
zmotile samosestavljanja VLP-jev.  
  
2. Vpliv pH in koncentracije soli na stabilnost PVY VLP-jev, ki bodo imeli na 
površini delcev prisotne tiolne skupine, bo primerljiv z vplivom na stabilnost 
PVY VLP-jev. Ker spreminjamo aminokislinske ostanke, ki na podlagi znane 
strukture PVY VLP-ja ne sodelujejo pri interakcijah med CP-ji oz. oktamernimi obroči 
CP-jev predvidevamo, da bo stabilnost mutantov primerljiva s stabilnostjo PVY VLP-
ja.  
 
3. Uvedeni cisteinski ostanki na površini PVY VLP-jev bodo omogočili mestno 
specifično modificiranje zunanje površine VLP-jev. V aminokislinskem zaporedju 
CP PVY-a je prisoten samo en cisteinski ostanek, ki je usmerjen v notranjost delcev. 
Predvidevamo, da bo uvedba reaktivnih tiolnih funkcionalnih skupin na površini 
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3 MATERIALI IN METODE  
 




Agaroza (Sigma, Nemčija), Alexa Fluoro 488 (Thermo Scientific, ZDA), Ampicilin 
(Sigma, Nemčija), BME (Sigma, Nemčija), borova kislina (Sigma, Nemčija), CaCl2 
(Fluka, ZDA), CaCl2 (Fluka, ZDA), DMSO (Sigma, Nemčija) dolžinska standard 
Lambda DNA/HindIII (pripravljen v Laboratoriju za molekularno biologijo in 
nanobiotehnologijo), DTT (Sigma, Nemčija), etidijev bromid (BDH Chemicals), Gel 
Loading Dye Purple 6 x, no SDS (BioLabs), Glicerol (Kemika, Zagreb), Glicin (Sigma, 
Nemčija), HCl (Merck, Nemčija), IPTG (GBT), Kanamicin (GBT), KCl (Sigma Aldrich, 
Nemčija), KH2PO4 (Sigma, Nemčija) kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast Extract) (BD, 
ZDA), maleimid – AuNP (5nm) (Cytodiagnostics, Kanada), MgCl2 (Sigma, Nemčija), 
MgSO4 (Riedel, Nemčija), NaCl (Merck, Nemčija), NaOH (Sigma, Nemčija), natrijev 
fosfat (NaH2PO4 × 2H2O, Na2HPO4 × 2H2O in NaH2PO4 × H2O) (Merck, Nemčija), 
Novex®Sharp Unstained Protein Standard (Life technologies, ZDA), NuPAGE® LDS 
Sample Buffer (4 x) (Life technologies, ZDA), NuPAGE® MES SDS Running Buffer 
(Life technologies, ZDA), PEG 8000 (Sigma, Nemčija), saharoza (Merck, Nemčija), 
Simply Blue™ SafeStain (Life technologies, ZDA), Sypro® Orange (5000 x) (Life 
technologies, ZDA), sukcinska kislina (Sigma, Nemčija), TCEP (Thermo Scientific, 
ZDA). 
 
3.1.2 Kompleti kemikalij 
 
Monarch Miniprep Plasmid Isolation, KOD Hot Start komplet (10 × PCR pufer, dNTP 
(vsak 2 mM), 25 mM MgSO4, KOD Hot Start polimeraza (1,0 U/µl) (Millipore, 
Japonska), 5 nm Maleimide-Activated Gold Nanoparticle Conjugation Kit (5 nm 
maleimid-aktivirani zlati nanodelci, pufer za resuspendiranje proteinov, reakcijski pufer, 
raztopina za zaustavitev reakcije (Cytodiagnostics, Kanada)) 
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3.1.3 Laboratorijska oprema  
 
Amicon® Ultra-15/4/0,5 ml100 kDa MWCO (Millipore), analitska tehtnica (0,1 g – 202 
g) PEJ420 (Kern), CD-spektrometer Chirascan CD Spectrometer (Applied 
Photophysics), centrifuga Biofuge 28RS (Heraeus), centrifuga Eppendorf Centrifuge 
5415 R (Eppendorf), centrifuga Rotina 380 R (Hettich), centrifuga Sorvall LYNX 4000 
(Thermo scientific), dializno črevo Fisherbrand Dyalisis Tubing 12000-14000 MWCO 
(Fisher Scientific, ZDA), dializna kaseta Slide-A-Lyzer (Pierce, ZDA), elektroforezni 
sistem XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System (Life technologies, ZDA), 
filtri za brizge 0,22 μm (Millipore, Irska), kadičke za izvedbo agarozne gelske 
elektroforeze Wide Mini-Sub Cell GT (BIO-RAD, ZDA), kiveta za določevanje CD-
spektra 110 QS (Hellma Analytics), kivete za merjenje celične gostote 1,5 ml (BRAND, 
Gemrany), kivete za spektofotometer 50-2000 μl (Ependorf, ZDA), kolona za gelsko 
kromatografijo Superdex 200 10/300 (24ml) (GE Healthcare, ZDA), konfokalni 
mikroskop Leica DM, LightCycler® 480 System (Roche, Nemčija), magnetno mešalo 
vibro-mix (Tehtnica), magnetno mešalo MS3000 (Biosan), mikrotiterske plošče Light 
Cycler® 480 (Roche diagnostics GmbH, Združeno kraljestvo), NanoDrop 1000 (Thermo 
scientific), naprava za merjenje celične gostote ULTROSPEC 10 (Biochrom, Združeno 
kraljestvo), naprava za produkcijo destilirane vode RiOs16 (Millipore), naprava za 
produkcijo posebno čiste vode MilliQ RG (Millipore), NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini 
gel (Life technologies, ZDA), PES membranski filtri 0,22 μm – Exspress@PLUS 
(Millipore, Irska), pH meter Seven easy (Mettler Toledo), pipete 0,2-2 μl, 0,5-10 μl, 2-20 
μl, 10-100 μl, 20-200 μl, 100-1000 μl (Gilson, Lambda), pipete 2,5 μl, 10 μl, 20 μl, 100 
μl, 200 μl, 1000 μl (Grand, Nemčija), Prometheus: PR-NT.48AGO (NanoTemper, 
Nemčija), sonikator Ultrasonic Processor (Cole-Parmer, ZDA), stresalniki ISF-1-V 
(AdolfKuhner Ag) in Kambič IS-200K (Kambič), termični blok CH-100 (Biosan), 
termični blok za izvedbo PCR GeneAmp PCR system 2700 (Applied Biosystems, ZDA), 
presevni elektronski mikroskop CM 100 (Philips, Nizozemska), ultracentrifuga L7-55 
Ultracentrifuge (Beckman, ZDA), UV-VIS spektrofotometer (Agilent technologies), UV 
transiluminator Benchtop Variable Transilluminator (UVP, Združeno kraljestvo), 
vakuumska črpalka za filtracijo Vacuum Pump XFF54 230 50 (Millipore), 
ultracentrifugirke (Backman, ZDA) vodna kopel tip 1013 (GFL). 
 
3.1.4 Pufrske raztopine  
 
 1 × PBS ( 1,47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 4,3 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) 
 PBS–g ( 1 × PBS z dodatkom 5 % glicerola) 
 15 mM fosfatni pufer pH 7,4 (12,15 mM Na2HPO4, 2,85 mM NaH2PO4) 
 50 mM fosfatni pufer pH 7 (30,5 mM Na2HPO4, 19,5 mM NaH2PO4) 
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 1 M SPG pufer pH 4 in 10 (125 mM sukcinska kislina, 438 mM NaH2PO4 × H2O, 
437 mM glicin) 
 TBE pufer za agarozno gelsko elektroforezo (89 mM Triss (pH 7,6), 89 mM 
borova kislina, 2 mM EDTA) 
 
3.1.5 Bakterijski sevi  
 
Escherichia coli DH5-α za namnoževanje plazmidov in Escherichia coli BL21(DE3) za 




 Tekoče Luria Bertanijevo gojišče - LB (5 g/l kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast 
Exstract) (BD, ZDA), 10 g/l tripton (Bacto™, Tryptone) (BD, ZDA), 10 g/l NaCl, 
dH2O) 
 Tekoče 2x YT (10 g/l kvasni ekstrakt (Bacto™ Yeast Exstract) (BD, ZDA), 16 g/l 





Vektor pET-28a(+) s kanamicinsko odpornostjo in vektor pT7-7 z ampicilinsko 
odpornostjo. 
, 
3.1.8 Encimi  
 
DpnI (New England Biolabs, ZDA), KOD Hot Start polimeraza (Millipore, Japonska), 
HindIII Fast Digest (Thermo Scientific), NcoI Fast Digest (Thermo Scientific) in T4 DNA 
ligaza (5 U/μl) (Thermo Scientific). 
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3.2.1 Priprava genskih konstruktov z metodo PCR  
 
Kot matrično DNA za pripravo novih genskih konstruktov smo uporabili zaporedje 
plaščnega proteina virusa Y krompirja vstavljenega v plazmidu pET-28a(+) oz. pT7-7 
(preglednica 1). Na osnovi znane strukture PVY VLP-ja (slika 6) smo pripravili šest 
konstruktov, kjer smo uvedli cisteinski ostanek na površini VLP-ja (konstrukti 1-4) oz. 
na C-koncu aminokislinskega zaporedja (konstrukta 5 in 6). V primeru konstrukta 5 smo 
odstranili 27 aminokislinskih ostankov na C-koncu aminokislinskge zaporedja (ΔC27) 
CP-ja  ter C-končni aminokislinski ostanek zamenjali s cisteinskim ostanko. Pripravili 
smo tudi konstrukt kjer smo odstranili edini naravno prisotni cisteinski ostanek (konstrukt 
7). Slednjega smo pripravili kot kontrolo pri vezavi molekul fluorescenčnega barvila oz. 
zlatih nanodelcev, ki tvorijo kovalentno vez s tiolnimi funkcionalnimi skupinami. Pri tem 
smo v posameznem konstruktu izvedli substitucijo samo enega aminokislinskega ostanka. 
Aminokislinsko zaporedja plaščnega proteina (puščice označujejo substitucijska mesta, 












Preglednica 1: Seznam mutantov ter pripadajoči začetni oligonukleotidi z navedenimi temperaturami 
tališča. 
Št. Mutacija Nukleotidno zaporedje (5'- 3') Tm 
[°C] 
Vektor 
1 E68C  F: GCA ACT GTA CTA AAT TTG TGC CAC TTA CTC GAG TAT GC 63,8 pT7-7 
2 E72C F: AAT TTG GAA CAC TTA CTC TGC TAT GCT CCA CAG CAA ATT G 




3 T106C F: GCA TAC GAC ATA GGA GAA TGC GAA ATG CCA ACT GTG ATG 




4 E107C F: TAC GAC ATA GGA GAA ACT TGC ATG CCA ACT GTG ATG 




5 ΔC27 S240C  R: CCC AAG CTT GGG TCA GCA GAT GCC ACC GTC CAA CCC GAA AAG TCG 72,3 pET-
28a(+) 
6 M267C R: CCC AAG CTT GGG TCA GCA GTT CTT GAC TCC AAG TAG AGT ATG 66,5 pET-
28a(+)  
7 C119S F : GGC TTA TGG TTT GGA GCA TTG AAA ATG GAA CCT CGC CAA ACA TCA AC 







4 3 7 
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Zamenjavo aminokislinskih ostankov v osrednji regiji zapisa za plaščni protein smo 
uvedli z metodo PCR z dvema komplementarnima začetnima oligonukleotidoma. Po 
končani reakciji smo matrično DNA razrezali z restriktazo DpnI (I). Konstrukte z 
mutacijo v C-končni regiji zapisa za CP smo pripravili po metodi klasičnega PCR (II).  
I) 70 ng matrične DNA smo dodali 2,5 µl 10 × PCR pufra, 3 µl dNTP, 1,5 ul MgSO4, 
1 µl posameznega začetnega oligonukleotida, 0,5 µl polimeraze (KOD Hot start) 
in 15 µl MQ. Reakcijski pogoji so podani v preglednici 2. Z dano metodo PCR 
pomnožujemo celoten plazmid in ne le določen segment kot v primeru klasične 
PCR reakcije. Po koncu reakcije smo tako imeli v reakcijski mešanici matrično 
DNA in pomnožene plazmide z uvedeno mutacijo. Metilirano matrično DNA smo 
razgradili z dodatkom 1,5 µl restrikcijskega encima DpnI. Restrikcija je potekala 
4 h pri 37 °C. Reakcijo smo zaustavili z 10 min inkubacijo pri 80 °C. 
 
II) 50 ng matrične DNA smo dodali 5 µl 10 × PCR pufra, 5 µl dNTP, 3 µl MgSO4, 
1,5 µl posameznega začetnega oligonukleotida, 1 µl polimeraze (KOD Hot Start) 
in MQ do končnega volumna 50 µl. Reakcijski pogoji PCR so podani v 
preglednici 2. Pomnožene segmente smo v vektor pET-28a(+) vstavili preko 
restrikcijskih mest HindIII in NcoI. Restrikcijska mešanica je podana v 
preglednici 2. Restrikcijo, ki je potekala eno uro pri 37 °C smo zaustavili z 10 min 
inkubacijo pri 80 °C. K celotni reakcijski mešanici smo nato dodali 20 µl 
nanašalnega pufra Gel Loading Dye Purple 6 × in uspešnost reakcije preverili na 
agaroznem gelu z dodanim etidijevim bromidom. Lise produktov PCR in 
razrezanega plazmida smo izrezali iz gela ter jih po navodilih proizvajalca očistili 
z Monarch Gel Extraction Kit-om. Izolaciji je sledila ligacija pomnožkov PCR v 
razrezan plazmid pET-28a(+). Pri ligaciji smo uporabili 100 ng plazmidne DNA 
in razmerje plazmid : vključek 1 : 3. Maso vključka smo določili po naslednji 
formuli:  
 
𝑚 𝑣𝑘𝑙𝑗𝑢č𝑘𝑎 [𝑛𝑔] =  
3 𝑥 𝑚 𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑖𝑑𝑎 𝑥 𝑣𝑒𝑙𝑖𝑘𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑘𝑙𝑗𝑢č𝑘𝑎 [𝑏𝑝] 
𝑣𝑒𝑙𝑖𝑘𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑘𝑙𝑗𝑢č𝑘𝑎 [𝑏𝑝] 
   … (1) 
 
Ligacija je potekala 30 min pri sobni temperaturi. Volumni posameznih reagentov 
so podani v naslednji preglednici: 
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95 °C – 2 min 
         96 °C – 1 min 
 18 × 58 °C – 1 min 
         70 °C – 10 min  
70 °C – 20 min  
PCR II 
95 °C – 2 min 
         95 °C – 20 s 
 18 × 55 °C – 15 s 
         70 °C – 20 s  
70 °C – 7 min 
 
Restrikcijska mešanica Kontrolna 
restrikcija 









50 15 0,4 
HindIII 3 3 0,3 
NcoI  4 3 0,3 
10x pufer 
(CutSmart)  
10 10 1 






 V [ µl] 
Plazmid 2 
Vključek  0,7 
Pufer  1 
T4 DNA ligaza 0,5 
MQ 5,8 
Končni volumen 10 
 
3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza (angl. agarose gel electrophoresis, AGE) se rutinsko 
uporablja za ločevanje od 70 baznih parov do nekaj milijonov baznih parov dolgih DNA 
molekul. DNA molekule imajo zaradi fosfatnega ogrodja negativni neto naboj in bodo v 
električnem polju potovale proti pozitivno nabiti elektrodi. Hitrost potovanja molekul je 
odvisna od molekulske mase, topologije zvitja in zamreženosti gela. Večji odstotek 
agaroze pomeni boljšo ločbo manjših molekul. Najpogostejša oblika zaznave DNA je z 
uporabo etidijevega bromida, ki fluorescira v območju 500 – 590 nm [65].  
1,8 % agarozne gele smo pripravili tako, da smo ustrezno količino agaroze raztopili v 140 
ml pufra TBE in segrevali do razbistritve raztopine. Ohlajeni raztopini smo nato dodali 
10 µl etidijevega bromida in raztopino prelili v kadičke za pripravo gelov. Vzorčke smo 
pripravili tako, da smo jim dodali morebitno potrebno količino MQ in ustrezen volumen 
6 × nanašalnega pufra (Gel loading Dye Purple brez NaDS) do končne 1 × koncentracije. 
Kot standard molekulskih mas smo uporabili dolžinski standard Lambda DNA HindIII 
(λDNA / HindIII). Elektroforeza je potekala 40 min pri napetosti 100 mV. Za 
vizualizacijo DNA smo uporabili UV transiluminator.  
 
3.2.3 Transformacija in gojenje kompetentnih celic ter izražanje proteinov  
 
Za pomnoževanje plazmidov z vključenimi mutiranimi zapisi za CP PVY smo uporabili 
100 µl predhodno pripravljenih kompetentnih celic (pripravljene na Odseku za 
molekularno biologijo in nanobiotehnologijo (Kemijski inštitut, Ljubljana)) shranjenih 
pri -80 °C. Celice E. coli DH5α smo 5 min odtaljevali na ledu in jim nato dodali 1,5 µl 
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plazmidne DNA pripravljene v poglavju 3.2.1. Celice smo pomešali z rahlim pipetiranjem 
in po 30 min inkubacije na ledu izvedli temperaturni šok. Celice smo po 90 s inkubaciji 
pri 42 °C v vodni kopeli takoj prenesli na led. Po 5 min smo celicam dodali 500 µl 
tekočega gojišča LB in jih stresali 1 h pri 37 °C ter 145 vrt./min. Celice smo na trdnem 
LB gojišču z ustreznim antibiotikom pri 37 °C gojili čez noč in nato posamezno kolonijo 
prenesli v 7 ml tekočega gojišča LB z ustreznim antibiotikom (kanamicin s končno 
koncentracijo 30 µg/ml ali ampicilin s končno koncentracijo 100 µg/ml). Gojenje je 
potekalo čez noč pri 37 °C in 145 vrt./min (prekonočna kultura). Z Monarch Miniprep 
Plasmid Isolation Kit-om smo po navodilih proizvajalca iz prekonočnih kultur izolirali 
plazmidno DNA. Prisotnost vključka v izolirani plamidni DNA smo preverili s kontrolno 
restrikcijo (preglednica 2), AGE (poglavje 3.2.2) in določitvijo nukleotidnega zaporedja. 
Zaporedje je bilo po Sangerjevi metodi določeno v podjetju GATC Biotech.  
1,5 µl izolirane plazmidne DNA, pri katerih smo potrdili prisotnost željene mutacije, smo 
uporabili za transformacijo seva E. coli BL21(DE3). Transformacijo smo izvedli po 
enakem protokolu kot v primeru celic E. coli DH5α. Pri tem smo 10 ml prekonočne 
kulture prenesli v 1000 ml produkcijskega gojišča 2x YT s 5 mM MgCl2, 2 mM CaCl2 in 
ustreznim antibiotikom. Stresali smo pri 30 °C pri 145 vrt./min. Ko je optična gostota 
celične kulture pri 600 nm (OD600) dosegla vrednost 0,6 – 0,7, smo izvedli indukcijo s 40 
µl 0,5 M IPTG (izopropil-β-D-1-tiogalaktopiranozid, končna koncentracija 0,02 M) in 
preko noči nadaljevali s stresanjem pri 20 °C. Namnožene celice smo posedli s 15 min 
centrifugiranjem pri 4000 × g. Pelet smo resuspendirali v 1 × PBS s 5 % glicerolom (v 
nadaljevanju PBS-g) in ponovno centrifugirali 15 min pri 8000 × g. Pri tem smo 
supernatante zavrgli, pelet pa v primeru kasnejše izolacije proteinov zamrznili pri -20 °C. 
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3.2.4 Izolacija in čiščenje proteina  
 
Tekom izolacije in čiščenja VLP-jev smo uporabili PBS-g in imeli vzorce tekom poskusa 
ves čas na ledu.  
a) Soniciranje: Bakterijske celice smo po centrifugiranju oz. odmrzovanju na ledu 
(v primeru zamrznjenega celičnega peleta) resuspendirali v PBS-g. Razbijanje 
celic smo izvedli z ultrazvokom s sonikatorjem (2 × 7 min, 1 s trajajoči pulz in 2 
s premor, amplituda 38 %). Lizat smo centrifugirali 40 min pri 20000 × g . 
Supernatant, ki je predstavljal topno frakcijo VLP-jev smo shranili, pelet pa za 
namene analize z NaDS-PAGE resuspendirali v PBS-g in centrifugirali 15 min 
pri 20000 × g.  
V primeru preverjanja prisotnosti disulfidnih vezi smo spiranje in razbijanje celic 
izvedli s PBS-g ter 5 mM BME (2-merkaptoetanol).  
 
b) Koncentriranje VLP-jev s pomočjo obarjanja s PEG 8000/NaCl: Proteinsko 
frakcijo, ki je vsebovala VLP-je smo oborili, tako da smo supernatantu po 
centrifugiranju celičnih lizatov dodali PEG 8000 (končna koncentracija: 4 % 
(m/V)) in NaCl (končna koncentracija: 0,5 M). Dodatek PEG-a k raztopini 
proteinov poveča kemijski potencial proteinov. Do obarjanja proteino pride, ko 
kemijski potencial preseže mejo nasičenosti raztopine. NaCl pa poveča verjetnost 
vključitve vodnih molekul v solne mostičke. To povzroči, da je manj molekul 
vode dostopnih za solvatacijo nabite površine proteinov. Proces izsoljevanja 
(angl. salting out) vodi v tvorbo hidrofobnih vezi in posledično obarjanje 
proteinov [66].  
 
Po 20 min mešanju pri 4 °C smo oborjene proteine posedli z 20 min 
centrifugiranjem pri 14000 × g. Supernatant smo zavrgli, pelet pa raztopili v PBS-
g in preko noči stresali pri 4 °C in 145 vrt./min. Morebitne neraztopljene delce 
smo posedli z 20 min centrifugiranjem pri 35000 × g. Supernatant smo shranili, 
pelet pa ponovno raztopili v PBS-g in stresali 1 h pri 4 °C. Z 20 min 
centrifugiranjem pri 45000 × g smo ponovno posedli morebitne neraztopljene 
delce. Supernatant po prvem in drugem raztapljanju smo združili, saj 
predstavljata topno frakcijo VLP-jev.  
 
c) Ultracentrifugiranje na saharoznem gradientu: Za čiščenje VLP-jev smo 
uporabili metodo ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu. Za pripravo 20 
%, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % in 60 % raztopin saharoze smo 
zatehtali ustrezne količine saharoze (preglednica 3), jo raztopili v PBS-g in 
filtrirali preko 0,22 µm filtrov za brizge. Gradient smo pripravili, tako da smo v 
ultracentrifugirke z 1 ml stekleno brizgo previdno prenesli 1,2 ml 60 %, 55 %, 50 
%, 45 %, 40 % in 35 % raztopine in 0,6 ml 30 %, 25 % in 20 % raztopine saharoze. 
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Na vrh gradienta smo nanesli 0,8 ml vzorca in ultracentrifugirke previdno zatalili. 
Po 6 h ultracentrifugiranja pri 36000 × g pri 4 °C smo od vrha proti dnu 
ultracentrifugirke zbrali frakcije po 1 ml. Prisotnost CP-ja v posamezni frakciji 
smo preverili z NaDS-PAGE.  
 
Preglednica 3: Zatehte za pripravo 50 ml 20 – 60 % saharoznih raztopin. 
 
 
d) Dializa: Dializa je metoda, ki temelji na prehajanju snovi skozi polprepustno 
membrano. Najpogosteje se uporablja za menjavo pufra, razsoljevanje in 
odstranjevanje molekul, ki bi lahko motile nadaljnje analize. Dializa lahko poteka 
v dializnih črevesih ali dializnih kasetah z različno velikimi porami. Frakcije po 
ultracentrifugiranju na saharoznem gradientu, ki so vsebovale naš protein smo 
združili in dializirali proti 100 × volumnu PBS-g. S tem smo dosegli zamenjavo 
raztopine saharoze s PBS-g. Za dializo smo uporabili 12000 – 14000 kDa 
dializno črevo, ki smo ga pred uporabo omočili v hladnem PBS-g. Dializa je 
potekala pri 4 °C ob stalnem rahlem mešanju z magnetnih mešalom. Pufer smo 
zamenjali po eni uri, petih urah in v tretjem pufru dializirali preko noči.  
Za namene proučevanja lastnosti očiščenih proteinov smo potrebovali vzorec v 
15 mM fosfatnem pufru pH 7,4 oz. 50 mM fosfatnem pufru pH 7. Menjavo pufra 
smo zaradi manjših volumnov izvedli v 0,1 ml – 3 ml predhodno omočenih 
dializnih kasetah. Postopek dialize je bil enak kot v primeru vzorcev po 
ultracentrifugiranju.  
 
e) Koncentriranje: Zadnji korak v procesu čiščenja VLP-jev je bilo koncentriranje 
vzorcev. Po dializi smo izvedli koncentriranje s 4 ml ali 15 ml 100 kDa Amicon 
Ultra koncentratorji. S tem smo dosegli koncentriranje VLP-jev in se v vzorcih 
znebili morebitnih proteinskih nečistoč manjših od 100 kDa.  
0,5 mL 100 kDa Amicon Ultra koncentratorje smo uporabili tudi za čiščenje 
kovalentno modificiranih VLP-jev. Pri tem smo vzorce spirali s 50 mM fosfatnim 
pufrom pH 7 (3-5 × volumen koncentratorja).  
  
% (m/v) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 
m saharoze [g] 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30 
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3.2.5 Metode za opredelitev lastnosti virusom podobnih delcev 
 
a) Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS-PAGE)  
 
Pri NaDS-PAGE poteka ločevanje proteinov na osnovi molekulskih mas, kar dosežemo 
z natrijevim dodecilsulfatom (NaDS). NaDS je anionski detergent, ki reagira s proteini, 
jih negativno nabije in ohranja v razviti obliki. Ločevanje poteka na poliakrilamidnem 
gelu, ki sestoji iz dveh delov – koncentracijskega in ločevalnega dela. Proteini v 
električnem polju zaradi negativnega naboja potujejo proti pozitivno nabiti anodi [65].  
Tekom celotnega eksperimentalnega dela smo uporabljali 4-12 % poliakrilamidne 
NuPAGE® Novex® Bis-Tris Mini gele z dvanajstimi žepki in elektroforezni pufer 
NuPAGE® MES SDS Running Buffer. Med elektroforezo so bili geli vpeti v 
elektroforezni sistem XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis System. 
Elektroforeza je potekala 40 min pri konstantni napetosti 200 mV in začetnem toku 125 
mA.  
Za pripravo vzorcev smo uporabili 4 × nanašalni pufer (NuPAGE® SDS Sample Buffer 
(4 x)) in 0,5 M DTT (ditiotreitol, reducent). Vzorcem, ki so vsebovali celice smo dodali 
30 µl MQ, 20 µl nanašalnega pufra in 10 µl DTT. Supernatantom po liziranju celic oz. 
očiščenim vzorcem smo dodali 1 µl 0,5 M DTT, ustrezen volumen nanašalnega pufra in 
MQ (maksimalni končni volumen 20 µl). Vzorce smo pred 5 min segrevanjem pri 95 °C 
vorteksirali in centrifugirali 5 – 10 min na 16000 × g. Kot standard molekulskih mas smo 
uporabili Novex®Sharp Unstained Protein Standard. Po končani elektroforezi smo gel v 
zadostnem volumnu MQ do vrenja segrevali v mikrovalovni pečici. MQ smo po 3 min 
stresanja zavrgli in postopek spiranja ponovili še dvakrat. Barvanje smo izvedli s 15 min 
stresanjem v ogretem Simply Blue™ SafeStain barvilu. Po spiranju barvila z MQ smo 
gel slikali, vakuumsko zaprli in ga shranili pri 4 °C.  
V primeru očiščenih vzorcev, kjer smo preverjali tvorbo disulfidnih vezi in vzorcev 
označenih z Alexa Fluoro 488 nismo uporabili DTT. Gele smo pred spiranjem ter 
barvanjem s Simply Blue™ SafeStain barvilom vizualizirali z UV transiluminatorjem.  
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b) Presevna elektronska mikroskopija  
 
Osnove delovanja presevnega elektronskega mikroskopa (angl. transmission electron 
microscope, TEM) so enake kot v primeru svetlobnega mikroskopa, le da se namesto 
svetlobe uporabljajo elektroni. Zaradi krajše valovne dolžine elektronov lahko s TEM 
dosežemo boljšo ločljivost, pri čemer je glavna omejitev debelina vzorca (50-100 nm) 
[65].  
Vzorci so bili za analizo s TEM pripravljeni po metodi negativnega kontrastriranja z 
uranil acetaom. Pripravo vzorcev in snemanje mikrografij so izvedli na Oddeleku za 
biotehnologijo in sistemsko biologijo, Nacionalni inštitut za biologijo (Ljubljana). V vseh 
analizah smo uporabili vzorce v PBS-g s koncentracijo 0,25 mg/ml. 
 
c) Cirkularni dikroizem  
 
Cirkularni dikroizem (angl. circular dichroism, CD) je spektroskopska metoda, ki se 
uporablja za hitro določevanje sekundarnih struktur, zvitja in vezavnih lastnosti 
proteinov. Cirkularni dikroizem je definiran kot razlika v absorpciji levo in desno sučne 
cirkularno polarizirane svetlobe kiralnih molekul. Peptidi s pretežno vijačno sekundarno 
strukturo imajo v CD spektru dva negativna vrhova, in sicer pri 222 nm in 208 nm in 
pozitiven vrh pri 193 nm. Za peptide z antiparalelnimi β ploskvami je značilen negativen 
vrh pri 218 nm in pozitiven vrh pri 195 nm (slika 7). CD spekter proteina predstavlja 
vsoto CD spektrov vseh prisotnih sekundarnih struktur [65].  
 
 
Slika 7: CD spektri peptidov z različnimi prevladujočimi sekundarnimi strukturami. 
Modra krivulja predstavlja CD spekter α vijačnega peptida, rdeča krivulja predstavlja CD spekter peptida 
s pretežno β strukturami in zelena krivulja spekter peptida z neurejeno sekundarno strukturo. Prirejeno po 
[67]. 
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400 µl vzorcev z VLP-ji (koncentracija 0,08 – 0,1 mg/ml), ki smo jih po koncentriranju 
dializirali proti 15 mM fosfatnemu pufru pH 7,4, smo prenesli v stekleno kvarčno kiveto 
z dolžino optične poti 1 mm. Meritve smo izvajali na napravi Chirascan CD Spectrometer 
v območju valovnih dolžin 190–250 nm z 0,5 nm korakom in pri temperaturi 20 °C. Kot 
končen rezultat smo podali spekter, ki predstavljal povprečje desetih meritev.  
 
d) Diferenčna dinamična fluorimetrija 
 
Diferenčna dinamična fluorimetrija (angl. differential scanning fluorimetry, DSF) je 
biofizikalna metoda, ki omogoča določevanje termične stabilnosti proteina oz. 
proteinskih kompleksov. Naraščajoča temperatura v večini primerov povzroči razvitje oz. 
denaturacijo proteinov. Z razvijanjem proteina upada tudi vrednost Gibssove proste 
energije razvitja (ΔGu). Temperaturo pri kateri sta zvita in razvita oblika proteina v 
ravnotežju ter je ΔGu enaka nič imenujemo temperatura tališča oz. denaturacije (Tm). Pri 
DSF spremljamo spreminjanje fluorescence barvil, ki ne fluorescirajo v hidrofilnih 
okoljih, a visoko fluorescirajo v hidrofobnih okoljih. Tekom razvijanja proteina se 
izpostavlja vedno več hidrofobnih delov, zato lahko zaznamo vedno večjo fluorescenco 
barvila [68].  
Meritve se najpogosteje izvajajo z napravo za real-time PCR, kar omogoča primerjavo 
med različnimi proteini in pogoji v kratkem časovnem obdobju. Ker metoda temelji na 
ujetju barvila v hidrofobnih okoljih ni primerna za analiziranje vzorcev z morebitnimi 
prisotnimi detergenti. Rezultat meritev je sigmoidna krivulja definirana kot fluorescenca 
v odvisnosti od temperature. Prevojno točko krivulje, ki predstavlja Tm, določimo s 
pomočjo Boltzmanove enačbe [68]. Podatke smo analizirali s programom Origin v8.1. 
Meritve smo izvajali v mikrotiterskih ploščah s 96 jamicami in v temperaturnem območju 
20-95 °C s korakom 0,5 °C/s. Vsak vzorec smo pripravili v treh ponovitvah ter s končnim 
volumnom 50 µl. Z DSF-jem smo spremljali razvijanje VLP-jev v pH območju 4-10 (s 
korakom po eno pH enoto). Različne pH vrednosti smo dosegli z različnimi razmerji 0,1 
M SPG pufra s pH 4 in pH 10. Pri pH 7 smo spremljali tudi razvijanje proteinov v 
prisotnosti 0 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM in 800 mM NaCl. Tekom priprave 
vzorcev smo imeli mikrotitersko ploščo ves čas na ledu. 
V posamezno jamico smo odpipetirali ustrezne volumne 0,1 mM SPG pufra s pH 4 oz. 
pH 10, MQ in raztopine NaCl. Končna koncentracija proteina v posamezni jamici je bila 
0,05 mg/ml. Ker smo spremljali tudi vpliv soli smo uporabili protein v 15 mM fosfatnem 
pufru pH 7,4. Tik pred pričetkom meritve smo v posamezno jamico dodali 2,5 µl 10 × 
barvila Sypro Orange in dobro premešali s pipeto. Založna raztopina barvila s 5000 × 
koncentracijo, ki smo jo redčili z MQ je bila shranjena pri -70 °C. Ker je barvilo 
občutljivo na svetlobo smo imeli raztopino barvila in mikrotitersko ploščo po dodatku 
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barvila zaščiteno pred direktno svetlobo. Pred pričetkom meritve smo mikrotitersko 
ploščo centrifugirali 10 min pri 4 °C pri 4000 × g. Meritve smo izvajali na napravi 
LightCycler® 480 System. Za obdelavo podatkov smo uporabili program Origin v8.1.  
 
e) UV-VIS spektrometrija  
 
Večina proteinov ima zaradi prisotnosti aromatskih aminokislin, kot so tirozin, triptofan 
in fenilalanin, absorpcijski maksimum pri valovni dolžini 280 nm [65]. Absorbanco 
vzorcev smo določili s spektofotometrom in pri tem uporabili kivete iz kvarčnega stekla 
z dolžino optične poti 1 cm oz. meritev izvedli na napravi NanoDrop1000 z dolžino 
optične poti 1 mm. Na podlagi izmerjenih absorbanc pri 280 nm in poznanih molarnih 
ekstinkcijskih koeficientov proteinov (preglednica 4) smo koncentracije proteinov 
določili na podlagi Beer-Lambertovega zakona [65]: 
 
A = ε·c·l                                 … (2) 
ε … molarni ekstinkcijski koeficient [M-1cm-1]; c … masna koncentracija [mg/ml]; l …dolžina optične 
poti [cm] 
 
Preglednica 4: Molekulske mase ter molarni ekstinkcijski koeficienti mutantov ter divjega tipa CP. 
Mutant E86C E72C T106C E107C ΔC27 
S240C  
M267C C119S CP WT  
MW [g/mol] 29872,82 29872,82 29900,83 29872,82 26978,70 29870,75 29882,74 29898,80 
ε [M-1cm-1] 29910 29910 29910 29910 29910 29910 29910 29910 
𝛆
𝑴𝑾
 [l/g] 1,001 1,001 1,000 1,001 1,109 1,001 1,001 1,000 
 
3.2.6 Kovalentno modificiranje cisteinskih ostankov  
 
a) Označevanje VLP-jev s fluorescenčnim barvilom  
Za kovalentno označevanje tiolnih funkcionalnih skupin cisteinskih ostankov smo 
uporabili barvilo Alexa Fluor 488 z vezano maleimidno funkcionalno skupino. V 
poskusih smo uporabili maleimid-Alexa Fluor 488 (mAF488) resuspendirano v MQ (1 
mM založna raztopina) oz. DMSO (28 mM založna raztopina). Ves čas poskusa smo imeli 
vzorce zaščitene pred direktno svetlobo. Vezavo smo izvedli pri molarnih razmerjih 
protein : mAF488 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 2:1 in 3:1. Uporabili smo 0,25 nmol izoliranih VLP-
jev dializiranih proti 50 mM fosfatnemu pufru s pH 7. Za redukcijo morebitnih disulfidnih 
vezi oz. oksidiranih tiolnih skupin smo vzorcem pred dodatkom barvila dodali TCEP 
(tris(2-karboksietil) fosfin, končna koncentracija 1 mM) in stresali 20 min pri sobni 
temperaturi. Nato smo ob mešanju po kapljicah dodajali ustrezen volumen mAF488. 
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Vezava je pri sobni temperaturi ob stalnem stresanju potekala 1,5 h. Reakcijo smo 
zaustavili s 50 × molarnim presežkom BME ter stresali nadaljnjih 15 min.  
Za namene analize fluorescence na gelu smo vzorcem dodali MQ in 4 × nanašalni pufer 
(NuPAGE® MES SDS Running Buffer ) in izvedli NaDS-PAGE po protokolu iz poglavja 
0. Pred spiranjem in barvanjem gela v barvilu Simply Blue™ SafeStain smo za zaznavo 
fluorescence uporabili UV transiluminator.  
Uspešnost konjugacije smo preverili tudi na podlagi izmerjenih absorbanc vzorcev pri 
280 nm in 495 nm. Morebitne nevezane molekule mAF488 smo odstranili z 0,5 ml 
Amicon koncentratorji z velikostjo por 100 kDa. Za spiranje smo uporabili 50 mM 
fosfatni pufer pH 7. Absorbance pri 280 nm (absorbcijski maksimum proteinov) ter 495 
nm (absorbcisjki maksimum mAF488) smo določili z uporabo UV-VIS spektofotometra. 
Ob upoštevanju molarnega ekstinkcijskega koeficienta (ε) za mAF488 ε495= 71000 M
-1 
cm-1 in proteine (preglednica 4) ter korekcijskega faktorja (CF) za mAF488 pri 280 nm, 
ki je 0,11, smo učinkovitost vezave (angl. coupling efficiency, CE) izračunali po naslednji 
formuli. CE podaja delež CP-jev označenih z barvilom [69]:  
 
𝑪𝑬 =  
𝜺𝟐𝟖𝟎(𝒑𝒓𝒐𝒕𝒆𝒊𝒏)∗𝑨𝟒𝟗𝟓
(𝑨𝟐𝟖𝟎−𝑪𝑭𝟐𝟖𝟎∗𝑨𝟒𝟗𝟓)∗𝜺𝒎𝑨𝑭𝟒𝟖𝟖
     … (3) 
ε 280(protein) … molarni ekstinkcijski koeficient za protein [M
-1 cm-1], εmAF488 … molarni ekstinkcijski 
koeficient za fluorescenčno barvilo mAF488 [M-1 cm-1], A280 … absorbanca pri 280 nm,  
A495 … absorbanca pri 495 nm, CF280 … korekcijski faktor za mAF488 pri 280 nm 
 
Čistost vzorcev smo preverili z NaDS-PAGE po protokolu iz poglavja 3.2.4. 5 µl 
očiščenih vzorcev smo nanesli na objektno stekelce in vzorce posneli s konfokalnim 
mikroskopom Leica DM z imerzijskim objektivom pri 63 × povečavi (numerična apertura 
1,4). Za vzbujanje smo uporabili laser z valovno dolžino 488 nm in spremljali emisijo pri 
519 nm. 
 
b) Označevanje VLP-jev z zlatimi nanodelci  
 
Kovinski nanodelci imajo specifične optične lastnosti (amplitudni kontrast), kar jim v 
primeru analiziranja z elektronsko mikroskopijo omogoča dobro ločevanje od bioloških 
vzorcev. V elektronski mikroskopiji prevladuje uporaba zlata oz. zlatih nanodelcev 
predvsem zaradi njihovih dobro proučenih lastnosti inertnosti, odpornosti na molekularni 
kisik in enostavne sinteze nanodelcev. Označevanje bioloških molekul z zlatom lahko 
poteče preko direktne vezave, elektrostatskih privlakov ali preko povezovalca (slika 8).  
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Slika 8: Možni pristopi za označevanje proteinov z zlatimi nanodelci. 
Vezava zlatih nanodelcev na površino bioloških makromolekul lahko poteče preko tvorbe kovalentne vezi 
med funkcionalnimi skupinami cisteinskih ostankov in površino nanodelcev (A), preko koordinacije Ni(II) 
ionov z nitrilotriocetno kislino (NTA) ter histidinskimi aminokislinskimi ostanki (B), med funkcionalnimi 
skupinami lizinov ter N-hidroksisukcinimidnim (NHS) estrom (C) oz. funkcionalnimi skupinami 
cisteinskih ostankov in maleimidno funkcionalno skupino (ali maleimidno funkcionalno skupino (D). 
Prirejeno po [70]. 
 
Označevanje tiolnih funkcionalnih skupin smo izvedli preko tvorbe kovalentne vezi. Pri 
tem je prišlo do nastanka stabilne kovalentne vezi med na površini VLP-ja 
izpostavljenimi cisteinskimi ostanki in maleimidno funkcionalno skupino na površini 5 
nm zlatih nanodelcev ( 5 nm m-AuNP) (slika 8D). 
Vse reagente smo pred izvedbo poskusa ogreli pri sobno temperaturo. K 0,3 mg (okoli 11 
nmol) VLP-jev v 50 mM fosfatnem pufru s pH 7 smo do volumna 350 µl dodali pufer za 
resuspendiranje in 140 µl reakcijskega pufra. 1,8 µmol liofiliziranih nanodelcev smo z 
rahlim pipetiranjem resuspendirali v 40 µl reakcijskega pufra. Takoj po resuspendiranju 
smo 10 µl 5 nm m-AuNP med stalnim mešanjem po kapljicah dodajali predhodno 
pripravljenim VLP-jem. Reakcijo, ki je na stresalniku pri sobni temperaturi potekala 1 h, 
smo zaustavili z dodatkom 2,5 µl raztopine za zaustavitev reakcije (angl. quencher 
solution). Vzorce smo očistili z gelsko kromatografijo – kolona Superdex 200 10/300 GL 
(24 ml). Frakcije VLP-jev z vezanimi 5 nm m-AuNP smo skoncentrirali z uporabo 100 
kDa Amicon koncentratorjev in vzorce analizirali s TEM (poglavje 3.2.4).  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 PRIPRAVA GENSKIH KONSTRUKTOV 
 
Zamenjavo aminokislinskih ostankov v zaporedju CP PVY-a smo izvedli z metodo PCR. 
V primeru uvedbe mutacije v osrednji regiji CP-ja smo izvedli PCR, pri katerem smo 
pomnožili celoten plazmid pET-28a(+) z vključenim zapisom za CP. Produkt reakcije je 
mešanica plazmida z uvedeno mutacijo v zapisu za CP in matrične DNA, ki smo jo 
odstranili z restriktazo DpnI. Pri tej metodi PCR se število pomnožkov ne povečuje 
eksponentno temveč linearno, zato pri ločbi PCR mešanic na agaroznem gelu nismo 
zaznali lis (količina pod mejo detekcije). Plazmide z vključenim spremenjenim 
zaporedjem CP-ja smo namnožili s kompetentnimi celicami E. coli DH5α. Uvedbo 
mutacij E68C, E72C, T106C, E107C in C119S smo potrdili z določitvijo zaporedja 
izolirane plazmidne DNA.  
Mutacije v C-končni regiji zapisa za CP smo uvedli s klasično metodo PCR. Po ločbi 
produktov na agroznem gelu (slika 9) se lisi, ki pripadata kontrolnemu vzorcu (CP WT) 
in mutantu M267C, pojavita pri velikosti okoli 800 bp. Razlog za pojav lise nekoliko 
nižje, v primeru mutanta ΔC27 S240C, je delecija 81 nukleotidov na C-koncu 
nukleotidnega zaporedja. Velikosti pri katerih potujejo lise sovpadajo s predvideno 
velikostjo konstruktov podanih v preglednici 5.  
 
 
Slika 9: Agarozna gelska elektroforeza vzorcev po PCR. 
Z AGE smo analizirali vzorce matrične DNA ( plazmid pT7-7 z vključenim zapisom za CP WT) (1), CP 
DNA po restrikciji z restrikcijskima encimoma NcoI in HindIII (2), produkt PCR mutantov ΔC27 S240C 
(3) in M267C (4). M predstavlja dolžinski standard λDNA HindIII. 
  
Srnko M. Vpliv mutacij v plaščnem proteinu virusa Y krompirja na biokemijske in biofizikalne lastnosti ter zgradbo 
virusom podobnih delcev. Mag. delo, Ljubljana 2019 
34 
Preglednica 5: Predvidene velikosti genskih konstruktov. 
Vektor/konstrukt dolžina [bp] 
pET-28a(+) 5346 
pT7-7 2440 
CP WT in mutanti 804 
ΔC27 S240C  720 
 
Komplementarne konce, potrebne za vključitev produktov PCR v akceptorski plazmid 
pET-28a(+), smo pripravili z uporabo restrikcijskih encimov HindIII in NcoI. 
Restrikcijske produkte smo ločili na agaroznem gelu (slika 10) in glavno liso v primeru 
vključkov opazili pri velikosti okoli 800 bp. Lisa, ki pripada z restriktazama HindIII in 
NcoI razrezanemu plazmidu pET-28a(+) pa je opazna pri velikosti okoli 4000 bp.  
 
 
Slika 10: Agarozna gelska elektroforeza produktov PCR po restrikciji z encimoma HindIII in NcoI. 
Na gel smo nanesli vso restrikcijsko mešanico vzorcev ΔC27 S240C (1, 2), M267C (3, 4) ) in plazmida 
pET-28a(+) (5, 6). M predstavlja dolžinski standard λDNA HindIII. 
 
Po izolaciji vključkov in lineariziranega plazmida pET-28a(+) iz agaroznega gela smo 
izvedli ligacijo. Vključke z zapisom za mutantne oblike CP-ja smo vstavili v plazmid 
pET-28a(+). Vse ligacijske mešanice smo uporabili za transformacijo celic E. coli DH5α. 
Po gojenju je sledila izolacija namnožene plazmidne DNA iz celic in kontrolna restrikcija 
izoliranih plazmidov z encimoma HindIII ter NcoI. Na agaroznem gelu smo tako pri 
posameznem vzorcu opazili dve lisi - zgornjo, ki pripada linealiziranemu plazmidu pET-
28a(+) in spodnjo, ki potuje pri velikosti okoli 800 bp in ustreza velikostim mutantnih 
oblik CP-ja (slika 11). Uspešno uvedbo mutacije v primeru konstruktov ΔC27 S240C in 
M267C smo potrdili z določitvijo zaporedja izolirane plazmidne DNA.  
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Slika 11: Agarozna gelska elektroforeza vzorcev po kontrolni restrikciji namnožene plazmidne DNA 
Na gelu so vidne lise lineariziranega plazmida z vključkom ΔC27 S240C (2-5) oz. M267C (6-9) in 
nerazrezanega plazmida pET-28a(+) z vključkom CP WT (1). M predstavlja dolžinski standard λDNA 
HindIII. 
 
4.2 IZOLACIJA IN ČIŠČENJE VLP-JEV  
 
Plazmide z vključenim mutiranim zaporedjem CP-ja ((pET-28a(+) in pT7-7) 
pripravljenimi v poglavju 4.1 smo uporabili za transformacijo seva E. coli BL21(DE3). 
Po razbijanju celic smo izražanje in topnost CP-ja preverili z NaDS-PAGE (slika 12). Ob 
primerjavi vzorcev celičnih lizatov pred in po indukciji lahko v primeru slednjih opazimo 
pojav dveh dodatnih lis. To sovpada s pričakovanji, saj je izražanje CP-ja pod kontrolo 
laktoznega promotorja in smo kot induktor uporabili IPTG. Prva močnejša lisa se pojavlja 
pri velikosti okoli 30 kDa in druga šibkejša lisa pri velikosti okoli 26 kDa. Pričakovana 
velikost pri kateri naj bi potoval CP WT je 29,5 kDa, a so že Kalnciema in sod. pokazali, 
da CP WT na NaDS-PAGE gelu potuje nekoliko nad 30 kDa. Dodatna lisa pri 26 kDa je 
posledica delne proteolitične razgradnje na N-koncu CP-ja [4, 45]. Na podlagi NaDS-
PAGE gela podanega na sliki 12 lahko potrdimo uspešno izražanje vseh mutiranih oblik 
CP-ja v sevu E. coli BL21(DE3).  
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Slika 12: NaDS-PAGE gel vzorcev celičnih lizatov E.coli BL21 (DE3) 
Slika prikazuje celične lizate pred (vzorci 1) in po (vzorci 2) indukciji z IPTG. Z rdečo so označene lise, ki 
pripadajo CP-ju. M predstavlja standard molekulskih mas. 
 
Z zamenjavo specifičnega aminokislinskega ostanka s cisteinskim ostankom smo uvedli 
dodatno tiolno funkcionalno skupino in tako povečali verjetnost za tvorbo disulfidnih 
vezi. Da bi preverili ali prihaja do tvorbe disulfidnih vezi in/ali le-te vplivajo na količino 
izoliranega rekombinantnega proteina, smo razbijanje celic izvedli v 
odsotnosti/prisotnosti reducenta BME (slika 13). Vpliv reducenta na topnost CP-ja smo 
preverili pri mutantih E68C in E107C. Na NaDS-PAGE gelu (slika 13) z vzorci topnih 
frakcij smo pri vseh vzorcih pri 30 kDa opazili lise primerljivih intenzitet. Primerjava 
intenzitet lis nakazuje, da prisotnost reducenta ne vpliva na količino CP-ja prisotnega v 
topni frakciji celičnih lizatov. Poleg tega uvedene tiolne funkcionalne skupine očitno ne 
sodelujejo v disulfidnih vezeh, saj se pri vzorcih brez reducenta ne pojavi dodatna lisa pri 
velikosti okoli 60 kDa, ki bi nakazovala pojav kovalentno vezanih dimerov CP-ja. Ker je 
lega novo uvedenih cisteinskih ostankov v primeru vseh muntant primerljiva, vpliva 
reducenta na topnost preostalih muntantov nismo preverjali.  
 
  
Srnko M. Vpliv mutacij v plaščnem proteinu virusa Y krompirja na biokemijske in biofizikalne lastnosti ter zgradbo 
virusom podobnih delcev. Mag. delo, Ljubljana 2019 
37 
 
Slika 13: NaDS-PAGE geli vzorcev topnih frakcij mutantov E107C in E68C 
Slika predstavlja vzorce po ultrazvočnem razbijanju celic v odsotnosti (-) oz. prisotnosti (+) reducenta 
BME. Z rdečo so označene lise, ki pripadajo CP-ju. M predstavlja standard molekulskih mas. 
 
Izolacijo in čiščenje vseh mutantov CP-ja smo izvajali v odsotnosti reducenta. Na NaDS-
PAGE gelu z vzorci topnih in netopnih frakcij smo pri vseh topnih frakcijah opazili 
najintenzivnejšo liso pri velikosti okoli 30 kDa. Iz tega lahko sklepamo, da so vse 
mutirane oblike CP-ja topne in primerne za nadaljnje čiščenje. V primeru CP divjega tipa 
in mutantov E72C, E107C, ΔC27 S240C, M267C in C119S je bila lisa pri vzorcih topne 
frakcije intenzivnejša od lise v netopni frakciji. Intenziteta lise netopne frakcije mutantov 
E68C in T106C pa je bila primerljiva z intenziteto lise topne frakcije, kar nakazuje slabšo 
topnost teh dveh mutantov (slika 14). 
 
 
Slika 14: NaDS-PAGE gel vzorcev po ultrazvočnem razbijanju celic E. coli (BL21(DE3)). 
Pri posameznem mutantu vzorec 1 predstavlja pelet (netopna frakcija) in vzorec 2 supernatant (topna 
frakcija) CP-ja po centrifugiranju celičnega lizata. Z rdečo so označene lise, ki pripadajo CP-ju. M 
predstavlja standard molekulskih mas. 
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Za čiščenje VLP-jev smo uporabili metodo ultracentrifugiranja na saharoznem gradientu. 
Prisotnost VLP-jev v posameznih frakcijah smo preverili z NaDS-PAGE (slika 15). Na 
posameznem gelu naraščajoče število frakcij sovpada z naraščajočo koncentracijo 
saharoze. V lažjih frakcijah (1-6) se lise pojavljajo pri različnih velikostih. Lisa pri 
velikosti okoli 30 kDa dokaj šibka. To nakazuje, da se v lažjih frakcijah saharoznega 
gradienta nahajajo pretežno proteinske nečistoče. V težjih frakcijah (7-10) pa narašča 
intenziteta dveh lis pri velikostih, ki ustreza velikosti CP WT-a (26 kDa in 30 kDa). 
Opažanja se skladajo s predvidevanji, da se bodo VLP-ji, ki so sestavljeni iz več sto kopij 
CP-ja, nahajali v težjih frakcijah saharoznega gradienta. Izjema je le mutant E68C, kjer 
ni opaznega izrazitega naraščanja intenzitete lise pripadajoče CP-ju. Šibkejša lisa 
primerljivih intenzitet se namreč nahaja v vseh frakcijah, medtem ko lahko v frakcijah 6-
10 opazimo dodatno liso pri velikosti nekaj kDa več od pričakovane velikosti CP-ja. Na 
podlagi ločbe vzorcev na saharoznem gradientu lahko predvidevamo, da je v primeru 
vseh mutantov, z izjemo E68C, prišlo do tvorbe topnih kompleksov CP-ja, za katere pa 
še ne moremo trditi, da so v obliki VLP-jev. Mutant E86C je lahko prisoten v monomerni 
obliki, obliki vmesnih intermediatov (obročev) ali kot neustrezno zvit protein, a za 
potrditev slednjih predvidevanj bi bila potrebna analiza vzorcev z gelsko kromatografijo. 
  
 
Slika 15: NaDS-PAGE geli posameznih mutantov po ultracentrifugiranju na saharoznem gradientu. 
Geli na sliki predstavljajo frakcije (1-10) zbrane po ultracentrifugiranju na saharoznem gradientu. Z redečo 
so označene lise, ki pripadaju CP-ju. M predstavlja standard molekulskih mas. 
 
Z združitvijo težjih frakcij saharoznega gradienta, za katere smo predvidevali, da 
vsebujejo VLP-je, smo odstranili morebitne krajše oblike VLP-jev, monomerne CP-je in 
večino preostalih proteinskih nečistoč. Naslednji korak v procesu čiščenja izoliranih 
proteinov je bila zamenjava saharoze s PBS-g, kar smo izvedli z dializo. Zadnjo stopnjo 
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čiščenja je predstavljalo koncentriranje dializiranih vzorcev s koncentratorji z velikostjo 
por 100 kDa. Iz primerjave gela NaDS-PAGE na slikah 15 in 16 je razvidno, da se število 
lis, ki pripadajo proteinskim nečistočam zmanjšuje. To nakazuje, da smo CP WT in 
mutante E72C, E107C, ΔC27 S240C, M267C ter C119S uspešno očistili. V vseh primerih 
smo po čiščenju vzorcev na NaDS-PAGE gelu (slika 16) zaznali tri intenzivnejše lise: 
glavno liso pri velikosti okoli 30 kDa in šibkejši lisi pri velikosti okoli 26 kDa ter 40 kDa. 
30 kDa lisi sta manj intenzivni pri vzorcih E86C in T106C, kar nakazuje na manj uspešno 
izolacijo omenjenih mutantov. Rezultati delno sovpadajo tudi z rezultati po 
ultracentrifugiranju na saharoznem gradientu (slika 15), kjer v primeru mutanta E68C 
nismo zaznali močnejše lise v težjih frakcijah saharoznega gradienta. Šibkejša 30 kDa 
lisa v primeru očiščenega mutanta T106C pa je bila nepričakovana (slika 16), saj je iz 
NaDS-PAGE gela po ultracentrifugiranju (slika 15) jasno razvidno, da se CP nahaja v 
težjih frakcijah saharoznega gradienta. Eden izmed možnih razlogov je nestabilnost 
mutanta T106C, ki se lahko odraža v razpadu VLP-jev na manjše enote. 30 kDa 
monomerni CP-ji lahko prehaja membrano koncentratorjev in se tako tekom 
koncentriranja odstranjuje iz vzorca skupaj s preostalimi proteinskimi nečistočami. Prav 
tako pri vseh vzorcih opazimo dodatne šibkejše lise pripadajoče proteinskim nečistočam, 
ki jih nismo uspeli odstraniti tekom čiščenja. Dodatno čistost bi lahko dosegli z uvedbo 




Slika 16: NaDS-PAGE gel očiščenih CP-jev 
Slika predstavlja očiščene vzorce CP WT in mutantov v odsotnosti (-) oz. prisotnosti (+) DTT. Z rdečo so 
označene lise, ki pripadajo CP-ju. M predstavlja standard molekulskih mas. 
 
Predhodno smo pokazali, da uvedba reaktivnih tiolnih funkcionalnih skupin ne vpliva na 
količino proteina v lizatu (slika 13). Da bi preverili, ali prihaja do tvorbe disulfidnih vezi 
v primeru očiščenih vzorcev, smo izvedli NaDS-PAGE v prisotnosti/odsotnosti DTT 
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(slika 16). Spremembo položaja glavne lise, ki sovpada s tvorbo disulfidnih vezi, smo 
opazili v primeru mutantov, kjer smo cisteinski ostanek uvedli na C-konec 
aminokislinskega zaporedja CP-ja (ΔC27 S240C, M267C). Pri tem se je v vzorcih brez 
DTT-a glavna lisa pojavila pri velikosti okoli 60 kDa, kar sovpada s predvideno velikostjo 
dimera. Tvorba disulfidnih vezi pri omenjenih mutantih je bila pričakovana, saj je C-
končna regija CP-ja strukturno neurejena in verjetno izpostavljena na enem delu vlakna 
[4]. Večja fleksibilnost C-končne regije pa najverjetneje omogoča približanje cisteinskih 
ostankov na razdaljo ugodno za tvorbo disulfidnih vezi.  
 
4.3 BIOKEMIJSKA IN BIOFIZIKALNA OPREDELITEV VLP-JEV 
 




Slika 17: Mikrografije očiščenih VLP-jev. 
Mikrografije očiščenih mutiranih oblik VLP-jev, posnete s TEM. Pri mutantu E68C je podana tudi 
mikrografija celičnega lizata. 
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Ureditev mutantnih oblik CP-ja v VLP-je, torej dolge fleksibilne nitke, smo preverili s 
TEM. Na sliki 17 so podane mikrografije posameznih mutantov in kontrolnega vzorca 
CP WT. Za CP WT je bilo že predhodno pokazano, da tvori dolge nitaste strukture [4, 
45]. Izmed mutantov, pri katerih smo zamenjali aminokislinske ostanke izpostavljene na 
površini VLP-ja, so mutanti E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C tvorili dolge nitaste 
strukture primerljive z nitkami, ki jih tvori divja oblika CP-ja. V primeru mutanta E72C 
je opaznih več prelomov, kar bi lahko bil razlog za nehomogene dolžine nitk (slika 18). 
Tudi pri mutantih C119S, E68C in T106C lahko opazimo nitaste strukture, a so krajše in 
nehomogene. Ker smo imeli tekom izolacije težave z zaznavanjem mutanta E68C smo s 
TEM posneli tudi mikrografije celičnega lizata. Iz mikrografiji celičnega lizata vzorca 
E68C (slika 17) je razvidna prisotnost zelo redkih kratkih VLP-jev. Mutacija E68C očitno 
omeji zmožnost sestavljanja CP-jev v dolge filamente oz. destabilizira njihovo strukturo. 
To sovpada tudi z rezultati po ultracentrifugiranju, kjer smo opazili liso pripadajočo 
mutantu E68C pretežno v lažjih frakcijah saharoznega gradienta (slika 15).  
V primeru mutantov (E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C), kjer smo opazili tvorbo 
filamentov primerljivih s filamenti CP WT-a, je iz mikrografij (slika 18) na površini VLP-
jev razviden vzorec vzporednih prog. Opažen vzorec sovpada z vzorcem opaženem pri 
CP WT za katerega so Kežar in sod. pokazali, da se ujema z obročkasto ureditvijo CP-
jev v VLP-ju [4]. Pri vseh vzorcih, s prisotnimi VLP-ji, se v manjšem obsegu pojavljajo 
tudi sferične strukture, ki najverjetneje predstavljajo vmesno stanje pri sestavljanju VLP-
jev oz. morebitne proteinske agregate (slika 18).  
 
 
Slika 18: Vzorci CP WT in mutantnih oblik PVY VLP-jev posneti s presevnim elektronskim 
mikroskopom. 
Na mikrografijah rdeče puščice označujejo progast vzorec na površini PVY VLP-jev in bele puščice 
prisotne sferične strukture.  
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4.3.2 Določitev sekundarne strukture CP-ja s cirkularnim dikroizmom (CD) 
 
Kot je razvidno iz 3D strukture CP PVY-a, je osrednja domena proteina pretežno zvita v 
obliki alfa-vijačnic (slika 2). Prisotnost sekundarnih struktur v primeru mutantov CP-ja 
smo preverili z metodo cirkularnega dikroizma. Pridobljene spektre smo primerjali s CD 
spekterom CP WT-a. Iz grafa na sliki 19 je razvidno, da je CD spekter mutantov C119S, 
E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C primerljiv s spektrom CP WT-a in sovpada s 
parametri, ki opredeljujejo prisotnost pretežno alfa-vijačnic. V vseh omenjenih primerih 
lahko razločimo dva minimuma, in sicer pri okoli 223 nm in 208 nm in maksimum pri 
190 nm. V primeru mutantov E68C in T106C pa oblika krivulje odstopa od oblike krivulje 
CP WT-a. Opazimo lahko samo en minimum pri 218 nm in maksimum pri valovni dolžini 
okoli 195 nm.  
 
 
Slika 19: Primerjave spektrov cirkularnega dikroizma posameznih mutantov s CD spektrom CP WT. 
 
Možen razlog za drugačno zvitje in posledično spremembo oblike CD krivulj, v primeru 
zamenjave aminokislinskega ostanka na mestu Glu68, je sprememba naboja, saj smo 
negativni aminokislinski ostanek zamenjali s polarnim. Spremembe v obliki krivulje v 
primeru mutanta T106C nismo pričakovali, saj je iz mikrografij (slika 17) razvidna tvorba 
različno dolgih filamentov. CD spektri CP-ja z uvedeno mutacijo v C-končni regiji 
sovpadajo s predvidevanji, da spremembe v aminokislinskem zaporedju C-končne regije 
ne bodo imele večjega vpliva na sekundarno strukturo CP-ja. C-končna regija je namreč 
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strukturno neurejena. Prav tako so Kežar in sod. pokazali, da delecija 60 aminokislinskih 
ostankov na C-koncu aminokislinskega zaporedja CP-ja ne zmoti sestavljanja VLP-jev 
[4].  
 
4.3.3 Primerjava temperatur denaturacije določenih z metodo diferenčne 
dinamične fluorimetrije (DSF).  
 
Temperaturo denaturacije oz. prehoda proteina iz zvite v razvito obliko smo določili za 
mutante E72C, E107C, ΔC27 S240C, M267C in C119S. Določitve Tm za mutanta E68C 
in T106C, zaradi prisotnosti različno dolgih nitk ter odstopanj CD spektrov, nismo 
izvedli. Denaturacijo vzorcev smo spremljali v širšem pH območju (4-10), vpliv 
prisotnosti soli na termično stabilnost pa smo preverili v območju od 0 mM do 800 mM 
le pri pH 7. 
Iz oblike krivulj (slika 20, preglednica 6) pri pH 4 je razvidno, da so vsi vzorci, z izjemo 
mutanta ΔC27 S240C, pri danih pogojih nestabilni. Tm mutantov E72C, E107C in 
M267C so v pH območju 6-10 primerljivi s Tm divje oblike CP. V celotnem pH območju 
lahko opazimo pozitivno odstopanje Tm mutanta ΔC27 S240C (Tm višja od Tm 
preostalih vzorcev) ter negativno odstopanje Tm v primeru mutanta C119S (Tm nižja od 
Tm preostalih vzorcev). 
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Slika 20: Primerjava denaturacijskih krivulj posameznih mutantov določenih z metodo DSF pri različnih 
vrednostih pH (4, 5, 6, 7, 8, 9 in 10). 
 
Preglednica 6: Na osnovi glavnih (II) in dodatnih (I) prevojev DSF krivulj določene Tm [°C] pri različnih 
pH vrednostih. 
 CP WT C119S M267C ΔC27 S240C E107C E72C 
pH/prevoj I II I I II I II I II I 
4,00      41 57    
5,00 51 59 55  57 58 65 52 59 53 
6,00 54 59 55  58 58 66  55 56 
7,00  57 56  58 58 67  58 58 
8,00  59 57  56 58 67  58 59 
9,00  56 53  44 57 66  59 59 
10,00  45 42 52 60  63 59 59 51 
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Tekom denaturacije je pri krivuljah, ki podajajo fluorescenco v odvisnosti od 
temperature, moč opaziti spremembe same oblike krivulje (slika 20, preglednica 6). Pri 
določenih pogojih (pH 5-6) ter pri vseh pogojih v primeru mutanta ΔC27 S240C lahko 
opazimo pojav dodatnega prevoja. Pojav dodatnega prevoja krivulje bi lahko bil posledica 
morebitnih prisotnih proteinskih nečistoč. Glede na prisotnost dodatnega prevoja le pri 
določenih pogojih in le pri nekaterih mutantih pa je dodaten prevoj najverjetneje 
posledica strukturnih sprememb oz. stabilizacije/destabilizacije VLP-ja. Ob primerjavi 
razlik v temperaturi denaturacije med posameznimi mutanti z uvedenim dodatnim 
cisteinskim ostankom ter divjo obliko VLP lahko opazimo, da je stabilnost mutantov 
primerljiva s stabilnostjo divje oblike. Zamenjava naravno prisotnega Cys s Ser pa se 
odraža v destabilizaciji VLP-jev.  
 
 
Slika 21: Primerjava krivulj denaturacije določenih z metodo DSF pri različnih koncentracijah NaCl. (0 
mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400 mM in 800 mM) 
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Preglednica 7: Na osnovi glavnih (II) in dodatnih (I) prevojev DSF krivulj določene Tm [°C] pri različnih 
koncentracijah NaCl [mM]. 
 
Vpliv koncentracije NaCl na stabilnost VLP-jev smo preverili pri pH 7, kjer so bile razlike 
v Tm med posameznimi vzorci najmanjše (slika 20, preglednica 6). Z naraščajočo 
koncentracijo NaCl je pri vseh vzorcih opazno padanje Tm (preglednica 7). V celotnem 
koncentracijskem območju je Tm posameznih mutantov, z izjemo C119S, primerljiva s 
Tm CP WT-a. Iz krivulj podanih na sliki 21 je razvidno, da z naraščajočo koncentracijo 
NaCl pride do razširitve vrhov oz. pojava dodatnega prevoja krivulje pri CP WT ter 
mutantih E72C, E107C in ΔC27 S240C. Pri koncentracijah NaCl višjih od 200 mM lahko 
opazimo, da se oblika krivulj mutantov spreminja manj, kot oblika krivulje divjega tipa 
in mutanta brez naravno prisotnega cisteinskega ostanka (C119S) (preglednica 7, slika 
21). Prav tako je glavni prevoj krivuje mutanta ΔC27 S240C v primerjavi s preostalimi 
vzorci opažen pri višjih temperaturah. Na podlagi rezultatov pridobljenih z metodo DSF 
lahko sklepamo, da je stabilnost mutantov E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C 
primerljiva s stabilnostjo PVY VLP-jev. Zamenjava edinega naravno prisotnega 
cisteinskega ostanka v zaporedju CP-ja pa negativno vpliva na stabilnost VLP-jev. 
 
4.4 KOVALENTNA MODIFIKACIJA VLP-JEV  
 
4.4.1 Vezava fluorescenčnega barvila Alexa Fluoro 488 
 
Optimizacijo pogojev za vezavo fluorescenčnega barvila smo izvedli z mutantom E107C, 
ki ima novo uveden cisteinski ostanek prisoten na površini VLP-ja, tvori dolge nitaste 
filamente in ima CD spekter in Tm primerljiva z divjo obliko CP-ja. Prav tako bi bil za 
optimizacijo ustreznen mutant E72C. Na sliki 22 so prikazani NaDS-PAGE geli vzorcev 
CP WT in mutanta E107C po reakciji s fluorescenčnim barvilom Alexa Fluoro 488 
(mAF488). 
  
 CP WT C119S M267C ΔC27 S240C E107C E72C 
Prevoj 
NaCl [mM] I II I I I II I II I II 
0  58 57 58 59 67  57 58  
50  54 53 58 57 67 45 58 55  
100 48 57 52 58 56 66 47 57 54  
200 37 53 50 54 55 65 44 56 40  
400  36  52 55 63 43 54 47  
800  35  53 54 61 41 51 43 52 
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Slika 22: Optimizacija vezave fluorescenčnega barvila mAF488 VLP-je. 
Označevanje tiolnih funkcionalnih skupin smo izvedli z Alexa Fluoro 488 pripravljeno v MQ (A) oz. 
DMSO (B) in pri razmerjih protein: mAF488 (AF) je 1:0, 1:1, 1:3, 1:4 ter 2:1. Gela na levi predstavljata 
NaDS-PAGE gela po barvanju z barvilom Simply Blue™ SafeStain, desni sliki pa predstavljata gela po 
zaznavanju fluorescence z UV transiluminatorjem. Z rdečo so označene lise, ki pripadajo z mAF488 
označenim CP-om in z belo lise pripadajočo nevezanemu barvilu. M predstavlja standard molekulskih mas. 
 
Po detekciji fluorescence na gelu z UV transiluminatorjem lahko opazimo dvoje lis: lise, 
ki potujejo pri velikosti okoli 30 kDa in pripadajo s fluorescenčnim barvilom označenim 
CP-jem, in intenzivnejše lise na dnu gela. Slednje pripadajo presežku barvila, ki na 
podlagi molekulske mase potuje pri velikosti okoli 1 kDa. S padanjem razmerja protein : 
barvilo naraščajo tudi intenzitete lis nevezanega barvila. Intenzitete lis, ki pripadajo s 
fluorescenčnim barvilom označenim CP-jem, se s povečevanjem količine barvila 
spreminjajo le minimalno. To nakazuje, da uspešno konjugacijo dosežemo že pri 
razmerju protein : barvilo 1:1. Pri razmerju protein : barvilo 1 : 4 (slika 22-A) in uporabi 
barvila pripravljenega v DMSO (slika 22-B) je opazen pojav dodatnih lis. Slednje so 
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najverjetneje posledica nespecifičnih interakcij maleimidne funkcionalne skupine s 
funkcionalnimi skupinami aminokislinskih ostankov na površini VLP-jev oz. s prisotnimi 
proteinskimi nečistočami. Če primerjamo pojav omenjenih lis pri vzorcih, kjer smo 
uporabili mAF488 v MQ oz. DMSO (slika 22), je manj lis prisotnih v primeru uporabe 
mAF488 pripravljene v MQ.  
 
Vezavo mAF488 smo izvedli pod pogoji, ki smo jih določili z optimizacijo vezave 
mAF488 v primeru mutanta E107C (slika 22). Označevanje s fluorescenčnim barvilom 
smo izvedli le z mutanti C119S, E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C. Mutantov E86C 
in T106C, zaradi odsotnosti dolgih filamentov in odstopanj CD spektrov v primerjavi s 
CD spktrom divje oblike CP, nismo uporabili. Iz rezultatov na sliki 23 je razvidno, da je 
prišlo do vezave mAF488 na CP-je pri vseh mutantih. Pri kontrolnih vzorcih, vzorcu CP 
WT in vzorcu brez cisteinskih ostankov (C119S), smo zaznali lise z zelo šibko 
fluorescenco. Lise pripadajoče vzorcem mutantov E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C 
so bile v primerjavi z lisami kontrolnih vzorcev bolj intenzivne (slika 23). V primeru 
divjega tipa CP-ja vezave mAF488 in posledično fluorescence nismo pričakovali, saj je 
naravno prisoten cisteinski ostanek zakopan med CP-ji. Povsem možno je, da so molekule 
barvila dovolj majhne, da lahko prehajajo skozi VLP-je in se vežejo na skriti cisteinski 
ostanek. Komaj zaznavna fluorescenca v primeru mutanta z zamenjanim originalnim 
cisteinskim ostankom (C119S) pa je najverjetneje posledica nespecifične vezave 
maleimidne funkcionalne skupine. Na podlagi intenzitete lis pri razmerju protein : barvilo 
je 1:1 lahko zaključimo, da je prispevek fluorescence zaradi nespecifične vezave mAF488 
minimalen (slika 22-A).  
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Slika 23: NaDS-PAGE geli vzorcev po označevanju VLP-jev s fluorescenčnim barvilom 
NaDS-PAGE geli po barvanju z barvilom Simply Blue™ SafeStain (levo) in zaznava fluorescence na gelu 
z UV transiluminatorjem (desno) z nanešenimi vzorci CP WT (1) ter mutanti C119S (2), E107C (3), E72C 
(4) ΔC27 S240C (5) in M267C (6) po označevanju s fluorescenčnim barvilom mAF488. Vezava barvila je 
bila izvedena brez/z predhodnim reduciranjem vzorcev (+/- TCEP). Z rdečo so označene lise, ki pripadajo 
z mAF488 označenim CP-jem in z belo lise pripadajoče nevezanemu barvilu. M predstavlja standard 
molekulskih mas. 
 
Funkcionalne skupine cisteinskih ostankov so v vodnih okoljih podvržene oksidaciji in 
tvorbi disulfidnih vezi, kar onemogoča tvorbo kovalentne vezi z maleimidno funkcionano 
skupino pripeto na molekule fluorescenčnega barvila. Redukcijo cisteinskih ostankov 
smo izvedli z reducentom TCEP. TCEP je namreč reducent, ki nima prisotnih tiolnih 
funkcionalnih skupin, zato ga pred izvedbo reakcije s fluorescenčnim barvilom ni 
potrebno odstraniti. S tem smo se izognili dodatnemu koraku priprave vzorcev in 
posledično dodatnim izgubam VLP-jev. V primeru vseh vzorcev sta na gelu 
vizualiziranem z UV transiluminatorjem opazni dve lisi (slika 23), katerih velikost 
sovpada z velikostjo lis značilnih za CP WT ter mAF488. Pri tem so ob enakem nanosu 
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proteina in istih razmerjih protein : barvilo intenzivnejše lise opazne pri predhodno 
reduciranih vzorcih. Ti rezultati nakazujejo, da uvedeni cisteinski ostanki tvorijo 
disulfidne vezi oz. so prisotni v oksidirani obliki. Z dodatkom TCEP povzročimo 
redukcijo disulfidne vezi in omogočimo tvorbo kovalentne vezi med tiolno in maleimidno 
funkcionalno skupino. Rezultati se skladajo s predhodno pokazano prisotnostjo 
disulfidnih vezi v primeru očiščenih mutantov ΔC27 S240C in M267C (slika 16).  
 
Vzorce mutantov, ki imajo imajo novo uvedene cisteinske ostanke razporejene vzolž 
filamenta (E107C in E72C) smo po dializi in pred meritvijo absorbanc dodatno očistili z 
uporabo koncentratorjev. Uspešno modifikacijo novo uvedenih cisteinskih ostankov na 
površini VLP-jev s fluorescenčnim barvilom mAF488 smo potrdili tudi z določitvijo 
učinkovitosti vezave barvila (enačba 3). Kot je razvidno iz preglednice 8 je vezava barvila 
pri mutantih s površinsko izpostavljenimi cisteinskimi ostanki boljša kot v primeru divje 
oblike VLP-ja in mutanta C119S. Glede na intenziteto lis nevezanega barvila smo 
pričakovali, da se je več barvila vezalo v primeru mutanta E72C (slika 23). To pa ni v 
skladu z učinkovitostjo vezave, ki nakazuje boljšo vezavo barvila v primeru mutanta 
E107C (preglednica 8). Pri NaDS-PAGE pride do ločbe vezanega in nevezanega barvila, 
medtem ko pri določevanju učinkovitosti vezave izračuni temeljijo na absorbanci 
celokupnega barvila v vzorcu – vezanega in nevezanega. Izračuni so tako manj natančni 
oz. bi za boljšo primerjavo potrebovali še bolj čiste vzorce.  
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Preglednica 8: Primerjava učinkovitosti vezave fluorescenčnega barvila na VLP-je ter primerjava 
posnetkov s konfokalnega mikroskopa. 
 
 
Povsem možno je, da v primeru mutantov E72C in E107C s koncentratorji nismo povsem 
odstranili nevezanega barvila, kar se odraža tudi na posnetkih s konfokalnim 
mikroskopom (preglednica 8). Iz posnetkov je razvidna razlika v fluorescenci kontrolnih 
vzorcev (CP WT in C119S) ter vzorcev E72C in E107C. Manjša razlika v intenziteti 
fluorescence je opazna tudi med vzorcema E72C in E107C, pri čemer nekoliko bolj 
fluorescira vzorec E107C, kar se sklada z določeno učinkovitostjo vezave. Kot smo 
pričakovali je resolucija konfokalnega mikroskopa premajhna, da bi omogočila ločevanje 
med posameznimi VLP-ji. Kljub temu, da nismo uspeli pokazati fluorescenčno označenih 
filamentov, pa lahko na podlagi razlik v intenziteti fluorescence zaznane na NaDS-PAGE 
gelu, učinkovitosti vezave in posnetkov s konfokalnim mikroskopom potrdimo uspešno 
modifikacijo uvedenih površinsko izpostavljenih tiolnih funkcionalnih skupin.   
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4.4.2 Vezava zlatih nanodelcev na VLP-je 
 
 
Slika 24: Mikrografije divje oblike ter mutantov PVY VLP-jev po vezavi 5 nm zlatih nanodelcev. 
Slika prikazuje mikrografije divje oblike CP-ja, mutanta z odstranjenim naravno prisotnim cisteinskim 
ostankom in mikrografiji mutantov E72C in E107C po vezavi 5 nm zlatih nanodelcev. Bela puščica 
označuje 5 nm zlate nanodelce. 
 
Iz rezultatov na sliki 24 je razvidno, da do vezave zlatih nanodelcev ni prišlo ne v primeru 
kontrolnih vzorcev (CP WT, C119S), kakor tudi ne v primeru mutantov z uvedeno tiolno 
funkcionalno skupino na površini VLP-jev (E72C, E107C). Na vseh mikrografijah lahko 
opazimo črne pike (slika 24, bele puščice), ki pripadajo 5 nm zlatim nanodelcem, a se le 
v redkih primerih nahajajo na površini VLP-jev. Pogosto okoli nanodelcev opazimo bel 
obroč, ki najverjetneje pripada vezanim proteinom. Povsem možno je, da je prišlo do 
tvorbe kovalentne vezi med nanodelci in proteinskimi nečistočami. Prav tako ni 
izključena možnost, da vezane molekule predstavljajo monomere CP-ja. Zaradi veliksti 
nanodelcev obstaja možnost, da bi ob vezavi nanodelcev na VLP-je prišlo do steričnih 
sprememb, ki bi lahko destabilizirale strukturo VLP-jev. Za podrobnejše analiziranje 
specifične vezave zlatih nanodelcev, na nove površinsko izpostavljene tiolne 
funkcionalne skupine VLP-jev, bo tako v prihodnosti potrebna še dodatna optimizacija 
reakcijskih pogojev in metod čiščenja označenih delcev ali uporaba manjših nanodelcev. 
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Z NaDS-PAGE smo potrdili uspešno izražanje mutantnih oblik CP PVY-a (E68C, E72C, 
E107C, T106C, ΔC27 S240C, M267C in C119S) v bakterijskem sevu E. coli BL21(DE3). 
Pokazali smo tudi, da morebitna tvorba disulfidnih vezi ne vpliva na količino mutiranih oblik 
CP-ja prisotnih v topni frakciji celičnih lizatov.  
Da je prišlo do samosestavljanja VLP-jev že tekom izražanja v bakterijskem ekspresijskem 
sistemu, smo pokazali z NaDS-PAGE izbranih frakcij po ultracentrifugiranju. VLP-ji, ki so 
zgrajeni iz več sto kopij CP-jev, so se po ultracentrifugiranju nahajali pretežno v težjih frakcijah 
saharoznega gradienta. Tvorbo dolgih nitastih filamentov, značilnih za PVY VLP [4, 45], smo 
potrdili tudi s presevnim elektronskim mikroskopom. Kot smo pričakovali je prišlo do 
uspešnega samosestavljanja mutiranih CP-jev v VLP-je. Pri tem so bile dolžine nitk mutantov 
E72C, E107C, ΔC27 S240C in M267C primerljive z dolžino PVY VLP-ja [45]. Krajše nitaste 
strukture sta tvorila tudi mutanta T106C in C119S, medtem ko so pri vzorcu E68C nad kratkimi 
nitastimi strukturami števično prevladovale sferične strukture. Manjše število sferičnih struktur 
smo opazili tudi pri vseh ostalih vzorcih. Sočasno je iz mikrografij razvidno, da so prisotne 
nitke verjetno sestavljene podobno kot divji tip. Torej sestavljene iz obročev CP, ki se nalagajo 
med seboj. Ta opažanja se ujemajo s predhodno objavljeni mikrografijami in 3D strukturo PVY 
VLP-ja [4] in dodatno potrjujejo tvorbo VLP-jev.  
Vpliv mutacij na sekundarno strukturo proteinov smo preverili z meritvami CD. Za mutante 
E72C, E107C, ΔC27 S240C, M267C in C119S smo pokazali, da je CD spekter primerljiv s CD 
spektrom CP WT-a. Odstopanja smo opazili le v primeru mutantov E68C in T106C, za katera 
smo že predhodno z NaDS-PAGE in TEM pokazali tvorbo različno dolgih in večinoma 
nehomogoneih filamentov ter večji delež prisotnih nečistoč. Prvo hipotezo lahko pri večini 
pripravljenih mutantov potrdimo, saj smo z različnimi metodami (CD, DSF, TEM …) potrdili 
tvorbo VLP-jev.  
Z metodo DSF smo določili temperature denaturacije CP-jev oz. VLP-jev, na podlagi katerih 
lahko sklepamo o stabilnosti teh delcev. Tm vseh mutantov, z izjemo C119S, so v celotnem pH 
območju primerljive s Tm divje oblike CP-ja. Vpliv ionske jakosti na stabilnost delcev smo 
preverjali pri pH 7 in koncentraciji NaCl 0 mM – 800 mM. Za PVY VLP-je je znano, da so pri 
višjih koncentracijah NaCl nestabilni [4], kar smo opazili tudi v primeru mutantov z dodatnim 
cisteinskim ostankom. Tm mutantov so bile v celotnem koncentracijskem območju primerljive 
s Tm PVY VLP. Pri vseh pogojih je bil mutant C119S najmanj stabilen. Izmed vseh mutantov 
pa je glede na stabilnost delcev izstopal mutant ΔC27 S240C (bolj stabilen). To nakazuje, da 
delecija 27 aminokislinskih ostankov na C-koncu aminokislinskega zaporedja pripomore k 
dodatni stabilizaciji delcev. Pozitiven vpliv delecij na C-koncu aminokislinskega zaporedja na 
stabilnost VLP-jev so pokazali že Kežar in sod. [4]. Na podlagi rezultatov pridobljenih z metodo 
DSF lahko sklepamo, da je vpliv ionske jakosti na stabilnost mutantov primerljiv z vplivom na 
VLP-je zgrajene iz divjega tipa CP-ja. Drugo hipotezo lahko potrdimo, saj smo pokazali, da je 
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vpliv pH in ionske jakosti na stabilnost VLP-jev zgrajenih iz mutantnih oblik CP-ja, z izjemo 
mutanta C119S, primerljiv z vplivom na stabilnost PVY VLP-jev. 
Eden izmed ciljev magistrske naloge je bila priprava PVY VLP-jev s površinsko prisotnimi 
reaktivnimi funkcionalnimi skupinami, ki bi omogočale mestno specifično označevanje 
zunanje površine delcev. V primeru konstruktov, kjer smo potrdili tvorbo VLP-jev in je bila 
stabilnost delcev primerljiva s stabilnostjo PVY VLP, smo uvedene tiolne funkcionalne skupine 
označili s fluorescenčnim barvilom Alexa Fluoro 488. Uspešno smo izolirali, očistili in 
okarakterizirali mutante, kjer je cisteinski ostanek izpostavljen na površini VLP-jev (E72C in 
E107C) oziroma predstavlja C-končni aminokislinski ostanek (ΔC27 S240C in M267C). Pri 
tem smo kot kontrolo uporabili mutant, kjer smo edini naravno prisoten cisteinski ostanek 
zamenjali s serinskim ostankom. Ojačano vezavo fluorescenčnega barvila, ki je posledica 
specifičnih interakcij maleimidne funkcionalne skupine z uvedenimi tiolnimi funkcionalnimi 
skupinami na površini VLP-jev, smo potrdili z zaznavo fluorescence na gelu, določitvijo 
uspešnosti vezave in s konfokalnim mikroskopom. Ali je prišlo dejansko do vezave izključno 
preko tvorbe kovalentne vezi s tiolnimi skupinami pa na podlagi fluorescence ne moremo 
zaključiti.  
Specifičnost vezave smo želeli pokazati z vezavo zlatih nanodelcev. V primeru, da bi prišlo do 
specifične vezave preko tiolnih funkcionalnih skupin bi lahko s presevnim elektronskim 
mikroskopom na površini nitastih delcev zaznali ponavljajoče vzorce temnejših lis. Omenjene 
vezave žal nismo uspeli pokazati. Eden izmed razlogov je tudi oteženo čiščenje VLP-jev z 
vezanimi nanodelci, saj so VLP-ji zgrajeni iz več tisoč kopij CP-ja. To se odraža v veliki 
molekulski masi, ki onemogoča ločevanje nevezanih zlatih delcev od označenih proteinskih 
vzorcev s centrifugiranjem. Prav tako so PVY VLP-ji dolgi in fleksibilni, kar otežuje ločevanje 
z gelsko kromatografijo oz. uporabo koncentratorjev. 
Z uspešno vezavo fluorescenčnega barvila in poskusi vezave zlatih nanodelcev smo le delno 
potrdili tretjo hipotezo. Pokazali smo ojačano vezavo fluorescenčnega barvila, a o mestno 
specifični vezavi fluorescenčnega barvila oz. zlatih nanodelcev na površino VLP-jev iz danih 
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